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Abstrakt 
Cystická fibróza (CF) je jedním z poměrně běžných dědičných onemocnění, 
způsobené mutací genu kódujícího protein CFTR, který tvoří chloridový kanál, jež 
významně ovlivňuje homeostázi iontů a s ní spojené hospodaření buňky s tekutinami. 
Toto onemocnění postihuje zejména dýchací a trávicí soustavu, avšak z hlediska ohrožení 
života je nejzávažnější postižení respiračního traktu. Pacienti s CF trpí častými a 
opakovanými infekcemi dýchacích cest, které vedou k rozvoji chronického zánětu a 
postupné destrukci plicní tkáně. Tyto infekce plic vyvolané většinou oportunním 
patogenem Pseudomonas aeruginosa, který je specifický pro pacienty s CF, jsou 
nejčastější příčinou morbidity a mortality těchto nemocných. V současnosti jsou v terapii 
infekcí Pseudomonas aeruginosa používána antibiotika, avšak vzhledem ke vzniku 
rezistencí jsou hledány nové způsoby antibakteriální terapie. Vedle aktivní imunizace 
pacientů s CF proti Pseudomonas aeruginosa nabízí slibné možnosti pasivní imunizace 
pacientů pomocí specifických slepičích protilátek cílených proti tomuto patogenu. 
Cílem předkládané disertační práce bylo proto ověřit profylaktický potenciál 
slepičích protilátek IgY proti virulenčnímu faktoru Pseudomonas aeruginosa – lektinu 
PAIIL a dále vyvinout experimentální zvířecí model napodobující podmínky 
v respiračním traktu nemocných s CF, který by byl vhodný pro studium prevence infekcí 
způsobených PA.  
Získané výsledky potvrzují, že žloutkové IgY (v dávce 1 mg/ml po dobu působení 
24 hodin) neindukují produkci testovaných prozánětlivých cytokinů u plicních 
epiteliálních buněk a jejich hladina je srovnatelná s fyziologickými hodnotami v lidském 
séru. IgY tedy nepůsobí na plicní buňky zánětlivě a lze je využít pro prevenci 
bakteriálních infekcí dýchacích cest. Abychom mohli testovat profylaktický potenciál 
protilátek IgY, vyvinuli jsme experimentální systém (adhezní test), založený na měření 
duální fluorescence bakteriálních a plicních epiteliálních buněk značených barvivy PKH. 
S pomocí tohoto testu jsme potvrdili, že specifické protilátky IgY proti lektinu PAIIL 
významně inhibují adhezi většiny testovaných kmenů Pseudomonas aeruginosa na lidské 
plicní buňky (až o 67 %), která je důležitým počátečním krokem při nástupu infekce. Po 
ověření ochranného účinku anti-PAIIL IgY na úrovni buněčných linií jsme se zaměřili na 
vývoj vhodného zvířecího modelu, který by napodoboval podmínky v plicích nemocných 
s CF a byl využitelný pro další studium CF. Koncept našeho experimentálního modelu 
vycházel z využití enzymu neuraminidasy, který odštěpuje terminální kyseliny sialové z 
glykokonjugátů a tím vytváří receptory pro vazbu patogenů, včetně PA. Očekávali jsme, 
že působení tohoto enzymu navodí na povrchu epiteliálních buněk dýchacích cest 
obdobné podmínky, jaké jsou v CF plicích. V experimentech neuraminidasa opravdu 
zvýšila míru adheze PA nejen na plicní buněčné linie (až o téměř 50 %), ale také 
významně zvýšila náchylnost myší k rozvoji zánětu a poškození plic v důsledku infekce 
PA vyvolané dávkou 5 x 105 CFU. Tento experimentální zvířecí model lze dále využít 
k testování ochranného účinku anti-PAIIL a případně dalších sloučenin proti infekci PA.  
Výstupy předkládané disertační práce mohou napomoci k realizaci důležitého 
úkolu, kterým je prevence chronické kolonizace pacientů s cystickou fibrosou patogenem 
Pseudomonas aeruginosa.  
Abstract 
Cystic fibrosis (CF) is one of the relatively common inherited diseases caused by 
a mutation in the gene encoding for CFTR protein, which forms a chloride channel that 
significantly affects ion homeostasis and the associated fluid management of the cell. This 
disease mainly affects the respiratory and digestive systems, being the most life-
threatening in the respiratory tract. Patients with CF suffer from frequent and recurrent 
respiratory infections that lead to the development of chronic inflammation and gradual 
destruction of lung tissue. These lung infections, which are caused mostly by the 
opportunistic pathogen Pseudomonas aeruginosa, are the most common cause of 
morbidity and mortality in these patients. At present, antibiotics are used in the treatment 
of Pseudomonas aeruginosa infections, but new methods of antibacterial therapy need to 
be found to overcome the development of resistance. In addition to active immunization 
of CF patients against Pseudomonas aeruginosa, their passive immunization with specific 
chicken antibodies directed against this pathogen offers promising possibilities.  
This dissertation thesis is aimed to verify the prophylactic potential of hen IgY 
antibodies against the virulence factor Pseudomonas aeruginosa - lectin PAIIL, and to 
further develop an experimental animal model mimicking the respiratory tract conditions 
in patients with CF, which would be suitable for studying the prevention of PA infections.  
The obtained results confirm that yolk IgY (at a dose of 1 mg/ml for 24 hours) 
does not induce the production of tested proinflammatory cytokines in lung epithelial 
cells, which levels are comparable to physiological values in human serum. Thus, IgY 
does not have an inflammatory effect on lung cells and could be used to prevent bacterial 
infections of the respiratory tract. To test the prophylactic potential of IgY antibodies, we 
developed an experimental system (adhesion test) based on dual fluorescence 
measurements of PKH-labeled bacterial and lung epithelial cells. Using this assay, we 
confirmed that specific IgY antibodies against the PAIIL lectin significantly inhibited the 
adhesion of majority of tested Pseudomonas aeruginosa strains to human lung cells (up 
to 67 %), which is an important initial step in the onset of infection. After verifying the 
protective effect of anti-PAIIL IgY at the level of cell lines, we focused on the 
development of a suitable animal model that would mimic the conditions in the lungs of 
patients with CF and be useful for further study of CF. The concept of our experimental 
model was based on the use of the enzyme neuraminidase, which cleaves terminal sialic 
acids from glycoconjugates and thus creates receptors for the binding of pathogens, 
including PA. We expected that this enzyme would induce conditions similar to those in 
CF lungs on the surface of airway epithelial cells. Indeed, in experiments, neuraminidase 
increased the rate of PA adhesion not only to lung cell lines (by almost 50%) but also 
significantly increased the susceptibility of mice to inflammation and lung damage due 
to the PA infection induced by a dose 5 x 105 CFU. This experimental animal model can 
be further used to test the protective effect of anti-PAIIL and possibly other compounds 
against PA infection.  
The results of the presented dissertation thesis contributed to solving the important 
task, which is the prevention of chronic colonization of patients with cystic fibrosis by 
the pathogen Pseudomonas aeruginosa. 
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Seznam použitých zkratek 
A549 buněčná linie odvozená z plicního adenokarcinomu  
 58letého pacienta 
ABC "Adenine nucleotide-binding cassette" 
ASL plicní povrchová kapalina (z angl. Airway surface liquid) 
BAL tekutina z bronchoalveolární laváže 
CaCC "Calcium-activated chlorid channel" 
cAMP cyklický adenosinmonofosfát 
CBE "Chloride bicarbonate exchanger" 
CF cystická fibrosa 
CFTR "Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator" 
CFU "Colony forming units" 
CuFi buněčné linie plicního epitelu pacienta s cystickou fibrosou  
ELISA "Enzyme Linked Immunosorbent Assay" 
ENaC "Epithelial sodium channel" 
ER endoplasmatické retikulum 
Fab fragment imunoglobulinu (z angl. Antigen binding) 
Fc fragment imunoglobulinu (z angl. Fragment crystallizable) 





GM-CSF "Granulocyte-macrophage colony stimulating factor" 
Ig imunoglobulin 
IL interleukin 
LPS bakteriální lipoplysacharid 
MSD "Membrane-spanning domain" 
MUC mucin 
11 
NBD "Nucleotide-binding domain" 
NuLi buněčné linie plicního epitelu zdravého jedince  
ORCC "Outward rectifying chloride channel" 
PA Pseudomonas aeruginosa 
PAIIL lektin Pseudomonas aeruginosa (též označovaný jako LecB) 
PBS „Phosphate buffered saline“ 
PCL meziřasinková kapalina (z angl. Periciliary liquid) 
PcrV „hrotový“ protein sekretovaný bakteriálním sekrečním systémem  
PMN polymorfonukleární neutrofilní buňky  
RD "Regulatory domain" 
ROS reaktivní formy kyslíku (z angl. Reactive Oxygen Species) 
SA kyselina sialová 
TMD "Transmembrane domain" 
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1.1. Cystická fibrosa 
Cystická fibrosa (CF) je genetické autosomálně recesívní onemocnění vyvolané 
mutacemi genu pro transmembránový protein CFTR (z angl. Cystic Fibrosis 
Transmembrane conductance Regulator). Nejčastějším projevem této nemoci, který je 
pozorován již brzy po narození, jsou infekce dýchacích cest. Plíce pacientů jsou 
kolonizovány nejprve bakterií Staphylococcus aureus a Haemophilus influenzae, a 
následně dochází k rozvoji infekce způsobené Pseudomonas aeruginosa, která je 
detekována až u 80 % dospělých pacientů s CF (Fila 2014). V průběhu onemocnění se 
pacienti mohou nakazit i méně obvyklými a obtížněji léčitelnými patogeny, jako jsou 
Burkholderia cepacia, Achromobacter xylosoxidans, Stenotrophomonas maltophilia 
nebo mykobakterie (De Boeck 2020). Co se týče mykotických plicních infekcí, tak 
nejčastěji pozorovaným původcem u CF nemocných je Aspergillus fumigatus nebo různé 
druhy Candida (Eschenhagen a kol. 2021; Malhotra a kol. 2019) Chronické infekce 
těmito patogeny vedou k poškození plicního epitelu, které se projevuje poklesem plicních 
funkcí a respirační nedostatečností.  
Dalšími typickými projevy cystické fibrosy jsou poruchy v rámci 
gastrointestinálního traktu, kdy pacienti často trpí deficiencí sekretů pankreatu a s tím 
spojenou celkovou podvýživou. Nemalou měrou je zasažena i funkce reprodukčních 
orgánů, kdy je až 98 % mužů a 50 % žen postiženo sterilitou (Jones a Walshaw 2015). 
Dochází také k narušení metabolismu potních žláz, které je doprovázeno nadměrnou 
ztrátou solí potem a mnoha dalším komplikacím (Vávrová a kol. 1999). Zatímco 
symptomy CF, které se projevují v trávicím traktu, se daří poměrně kompenzovat díky 
podávání enzymových přípravků, nejčastější, a z hlediska ohrožení života nejzávažnější, 
je postižení dýchacích cest. Respirační onemocnění je nejčastější příčinou úmrtí či 
důvodem transplantace plicní tkáně u CF nemocných (De Boeck 2020). 
Příčinou většiny zmíněných klinických příznaků je tvorba velmi vazkého hlenu 
na povrchu epiteliálních buněk s nefunkčním CFTR chloridovým kanálem. K zahuštění 
sekretovaného hlenu dochází díky nedostatečnému transportu chloridových iontů CFTR 
kanálem přes membránu buňky a s tím spojené nadměrné absorpci Na+ iontů a vody do 
buňky, což vede k dehydrataci hlenové vrstvy na povrchu buněčného epitelu (Skalická 
2014). CFTR protein hraje tedy klíčovou roli v onemocnění cystickou fibrosou.  
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1.1.1. Funkce a struktura CFTR chloridového kanálu 
CFTR protein funguje jako chloridový kanál na apikální části membrány 
epiteliálních buněk mnoha orgánů regulovaný cAMP (Pier a kol. 1997). Jedná se o 
důležitý protein, který významně ovlivňuje homeostázi iontů a s ní spojené hospodaření 
buňky s tekutinami. Tento proteinový kanál hraje důležitou roli v činnosti několika 
dalších iontových kanálů jako je např. sodíkový kanál ENaC (z angl. Epithelial sodium 
Channel) nebo dva důležité chloridové transportéry - ORCC (z angl. Outward Rectifying 
Chloride Channel) a vápníkem aktivovaný CaCC (z angl. Calcium-activated Chlorid 
Channel) či kanál pro antiport chloridových a hydrogenuhličitanových iontů CBE (z angl. 
Chloride Bicarbonate Exchanger) (Stutts a kol. 1995; Berdiev a kol. 2009; Wei a kol. 
1999; Borthwick a kol. 2016; webový zdroj č. 1). Kromě iontových kanálů CFTR protein 
ovlivňuje též regulaci sekrece glukagonu (Edlund a kol. 2017) nebo aktivitu aquaporinů, 
selektivních transportérů vody přes plazmatickou membránu. (Alves a kol. 2015). 
V neposlední řadě slouží CFTR protein i jako internalizační - fagocytární receptor pro 
oportunní mikroorganismy, zejména pak pro Pseudomonas aeruginosa (Vávrová 2006). 
Protein CFTR je řazen mezi tzv. ABC transportéry (z angl. Adenine nucleotide-
Binding Cassette), které zajišťují transport látek proti koncentračnímu gradientu za 
současné hydrolýzy ATP. Strukturně je CFTR protein tvořen jedním řetězcem s 1480 
aminokyselinami, seskupenými do pěti funkčních domén, které svými konformačními 
změnami regulují průtok chloridových iontů kanálem (Riordan a kol. 1989; Welsh a 
Smith 1993). Jedná se o dvě transmembránové domény (tzv. MSD z angl. Membrane-
spanning domain, někdy označované též jako TMD z angl. Transmembrane domain), 
které tvoří vlastní iontový kanál, dále dvě nukleotid vázající domény NBD (z angl. 
Nucleotide-binding domain), jež se v cytoplazmatické části buňky napojují na MSD 
domény a jejichž funkcí je vázat nukleotidy, převážně ATP. Pátou, nepárovou doménou 
je regulační doména RD (z angl. Regulatory Domain), která plní funkci „uzávěru“ 
chloridového kanálu a obsahuje vazebné místo pro proteinkinasu A (Carson a kol. 1995; 
Vankeerberghen a kol. 2002). 
Otvírání a zavírání chloridového kanálu je regulováno dvěma oddělenými 
procesy, fosforylací regulační domény a vazbou ATP na NBD domény s jeho následnou 
hydrolýzou. V zavřeném stavu je regulační doména defosforylována a tvoří tak stérickou 
zábranu mezi NBD doménami, kanál je tedy pro Cl- ionty neprůchodný. Fosforylace RD 
domény cAMP dependentní proteinkinasou umožní vzájemnou interakci obou NBD 
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domén a vazbu dvou molekul ATP. Po hydrolýze ATP na NBD1 dojde ke konformační 
změně a otevření CFTR kanálu pro průchod chloridových iontů směrem ven z buňky. 
Deaktivace kanálu nastává po hydrolýze druhé molekuly ATP navázané na NBD2, kdy 
dochází k rozpadu dimeru NBD domén a úplný návrat do původního stavu je umožněn 
defosforylací RD domény, která je katalyzována fosfatasou (Sheppard a Welsh 1999; 
Csanády 2019). Schematicky jsou uvedené procesy znázorněny na obrázku č.1.  
 
 
Obrázek 1: Mechanismus otvírání resp. zavírání CFTR kanálu: zjednodušený model 
ukazuje CFTR kanál v zavřeném (vlevo) nebo aktivovaném (vpravo) stavu. Zkratky: 
MSD - transmembránové domény, NBD – nukleotid vázající doména, RD – regulační 
doména, P - fosforylace regulační domény, Pi - anorganický fosfát, popisky „vně“ 
a „uvnitř“ označují intra- a extracelulární stranu membrány. Převzato a upraveno z: 
Hwang a Sheppard 2009. 
 
V lidském genomu je gen pro CFTR protein lokalizován na dlouhém raménku 7. 
chromozomu a v současné době je popsáno více než 2000 mutací tohoto genu (De Boeck 
2020; webový zdroj č. 2). Nejčastější mutací genu CFTR, která se vyskytuje alespoň na 
jedné alele u 95 % pacientů je delece tří párů bazí vedoucí ke ztrátě aminokyseliny 
fenylalaninu v pozici 508 (označovaná jako Phe508del), který je součástí povrchu 
nukleotid vázající domény 1 (NBD1) proteinu CFTR (Meng a kol. 2017; Hwang a 
Sheppard 2009). Důsledkem této mutace je chybné sbalení CFTR proteinu a jeho 
následná degradace v proteasomech znemožňující začlenění proteinu do plazmatické 
membrány (Jilling a Kirk 1997). Další poměrně časté typy mutací jsou např. Gly542X, 
Gly551Asp, Trp1282X, Asn1303Lys a Arg553X (Fila 2014; Zielenski 2000), ostatní 
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modifikace CFTR genu se v populaci vyskytují s četností menší než 1 %. Na rozdíl od 
mutace Phe508del, velká část mutací vede sice k expresi mutantních proteinů a jejich 
začlenění do membrány, tyto strukturně pozměněné proteinové kanály však již nejsou 
schopné správným způsobem transportovat chloridové ionty (De Boeck a Amaral 2016). 
Nepřítomnost proteinu CFTR v buněčné membráně či jeho snížená schopnost transportu 
Cl- iontů je spojena se změnou složení povrchové tekutiny dýchacích cest (ASL z angl. 
Airway surface liquid) a ztrátou schopnosti internalizace mikroorganismů 
prostřednictvím endocytózy s následným odstraněním bakterií z dýchacího traktu, což 
způsobuje zvýšenou bakteriální zátěž v plicích (Pier 2000). 
 
1.1.2. Patofyziologie respiračního traktu u nemocných cystickou 
fibrosou 
Jedním z obranných mechanismů respiračního traktu je tvorba hlenu, v němž jsou 
zachytávány vdechnuté částice a patogeny. Na povrchu plicních epiteliálních buněk je 
tenká vrstva plicní povrchové tekutiny, která je tvořena dvěma vrstvami, periciliární 
kapalinou (PCL, z ang. Periciliary liquid), která umožňuje pohyb řasinek, a na ně 
nasedající hlenovou vrstvou. Hlen je pak díky řasinkám posouván spolu se zachycenými 
částicemi směrem k horním cestám dýchacím. Mezi těmito dvěma vrstvami existuje 
osmotická rovnováha, která má přímý vliv na distribuci vody v ASL. Nefunkční či 
chybějící CFTR kanál způsobuje u pacientů s CF porušení této osmotické rovnováhy a 
následně dehydrataci a zahuštění hlenu, který znemožní pohyb řasinek a tím i odstranění 
vdechnutých patogenů (Button a kol. 2012).  
Vrstva hlenu je tvořena vysokomolekulárními muciny (až několik MDa), 
glykokoproteiny s různě členitými sacharidovými řetězci, jejichž terminální struktury 
jsou důležité při rozpoznávání a případné adhezi patogenů na povrch epiteliálních buněk 
respiračního traktu. Právě změny v glykosylaci těchto struktur u CF nemocných hrají 
významnou roli v patogenezi cystické fibrosy (Scanlin a Glick 1999). 
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1.1.2.1. Glykosylace epitelu respiračního traktu 
Glykosylace je proces kovalentního připojení sacharidové složky k proteinu 
enzymovými kotranslačními nebo posttranslačními reakcemi, který probíhá 
v endoplazmatickém retikulu nebo Golgiho aparátu. Sacharidová část může být vázána 
O-glykosidovou vazbou na postranní řetězec aminokyselin serinu či threoninu (O-
glykoproteiny) nebo N-glykosidickou vazbou na postranní řetězec asparaginu (N-
glykoproteiny). Syntéza sacharidové části N-glykoproteinů je komplikovanější a probíhá 
v několika krocích. Nejprve je na cytosolární straně endoplazmatického retikula 
syntetizováno tzv. „core“ oligosacharidu, které je tvořeno 7 monosaridovými jednotkami. 
Tato základní část sacharidového řetězce je následně pomocí flipasy přenesena dovnitř 
endoplazmatického retikula, kde pokračuje syntéza sacharidového prekurzoru až do 
celkové délky čtrnácti monosacharidových jednotek za účasti několika typů 
glykosyltransferas. Vzniklý oligosacharid je následně připojen N-glykosidovou vazbou 
v místě N-glykosylační sekvence na vznikající protein, jedná se tedy o kotranslační 
modifikaci (glykosylaci). Uvnitř endoplazmatického retikula a Golgiho aparátu pak 
probíhají pomocí glykosylačního enzymového aparátu (glykosidasy a 
glykosyltransferasy) další úpravy a syntéza výsledného polysacharidového řetězce. U O-
glykoproteinů dochází k syntéze sacharidového řetězce postupným připojováním 
jednotlivých aktivovaných monosacharidů opět pomocí příslušných glykosyltransferas. 
Proces O-glykosylace probíhá převážně v jednotlivých oddílech Golgiho aparátu a na 
rozdíl od N-glykosylace není pro vazbu prvního monosacharidu vyžadována 
v peptidovém řetězci žádná specifická sekvence, příslušná aminokyselina (konkrétní 
serin či threonin) musí být pouze prostorově dostupná. Další odlišností syntézy O-
glykosidicky vázaného sacharidového řetězce je to, že probíhá posttranslačně na již 
hotovém a sbaleném proteinu (Voet a Voet 2006). Glykosylace proteinů je běžnou 
modifikací těchto biomolekul určených pro plnění řady metabolických funkcí 
v extracelulárním prostředí, jako je například hydratace epitelu a zajištění viskozity 
hlenu, zachycení patogenních částic a tvorba slizniční bariéry. 
Dysfunkce CFTR proteinového kanálu při onemocnění cystickou fibrosou 
ovlivňuje glykosylaci mnoha typů glykokonjugátů včetně samotného CFTR proteinu (Du 
a Lukacs 2009). Jak již bylo zmíněno, CFTR chloridový kanál je glykoprotein, který má 
ve své proteinové části čtvrté extracelulární smyčky dvě N-glykosylační místa, 
asparaginy v pozicích 894 a 900. Vlivem mutace jeho proteinové části typu Phe508del 
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dochází k nesprávné kotranslační glykosylaci, která je příčinou chybného sbalení 
proteinu a ztráty či zhoršení jeho biologické funkce (Scanlin a Glick 1999; O’Riordan a 
kol. 2000). 
Jak je uvedeno výše, další skupinou glykokonjugátů, jejichž změny v glykosylaci 
sacharidových řetězců přímo ovlivňují patogenezi CF, jsou muciny, které tvoří 
významnou složku dýchacích cest. Muciny obsahují převážně O-glykosidicky a v menší 
míře i N-glykosidicky vázané sacharidové řetězce (Alhadeff 2008). Pro proteinovou část 
O-glykosidicky vázaných mucinů je charakteristický obsah rozsáhlých oblastí bohatých 
na serinové a threoninové zbytky („Tandem repeat“ domény), na které jsou přes N-
acetylgalaktosamin (GalNAc) navázány sacharidové řetězce v délce od krátkých 
monosacharidových nebo disacharidových jednotek až po velké, protáhlé a rozvětvené 
polysacharidové struktury (Van Den Steen a kol. 1998). Sacharidová část (často 
označovaná jako glykanová část) mucinů obsahuje různé typy monosacharidových 
jednotek včetně hojně zastoupené galaktosy, fukosy, manosy, N-acetylglukosaminu nebo 
terminální kyseliny sialové (SA) (Venkatakrishnan a kol. 2013). 
Muciny dýchacího traktu jsou produkovány epiteliálními buňkami a mohou se 
vyskytovat ve dvou formách, buď jako membránové nebo sekretované, kdy jsou součástí 
mukusu. Solubilní, sekretované, muciny se tvoří v epiteliálních buňkách submukózních 
žlaz a gobletových (pohárkových) buňkách. Jedná se převážně o muciny MUC5AC, 
MUC5B, MUC2, MUC8 a MUC19 (Venkatakrishnan a kol. 2013). Mnoho sekretovaných 
mucinů tvoří rozsáhlé oligomerní komplexy z polypeptidových řetězců vzájemně 
spojených disulfidickými vazbami. Vzniklé komplexy glykokonjugátů se vyznačují 
viskoelastickými vlastnostmi a také schopností vázat vodu, což umožňuje vznik mukózní 
vrstvy chránící membrány slizničních povrchů. Naproti tomu membránové muciny jsou 
součástí membrán epiteliálních buněk dýchacích cest a jsou produkovány jak ciliárním 
tak i nonciliárním epitelem. Ve srovnání s mukózními muciny mají membránové muciny 
menší velikost a netvoří polymerní struktury. Do této skupiny mucinů patří např. MUC1, 
MUC4 a MUC16 (Voynow a Rubin 2009; Hattrup a Gendler 2008). 
Díky svým antimikrobiálním a protizánětlivým vlastnostem muciny napomáhají 
imunitnímu systému v obranyschopnosti organismu (Mcguckin a kol. 2011). K tomu 
však dochází pouze za předpokladu, že je udržována jednak správná rovnováha mezi 
objemem a chemickým složením mukoidního sekretu a periciliární tekutinou, a dále 
účinná mukociliární „clearance“ pomocí plně funkčního řasinkového epitelu. U pacientů 
s CF dochází v důsledku zvýšeného počtu mukózních žláz (hyperplasie) k nadměrné 
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sekreci mukusu. Zvýšení viskozity hlenu vlivem jeho snížené hydratace (díky iontové 
disbalanci způsobené nefunkčním CFTR chloridovým kanálem) narušuje výše zmíněnou 
rovnováhu a zhoršuje mukociliární „clearance“. Tyto děje vedou k hromadění hustého 
hlenu v dýchacích cestách a jejich ucpávání. Původně výhodné vlastnosti mukoidního 
sekretu napomáhajícího vrozené imunitě se mění v nežádoucí, které vedou ke zvýšené 
náchylnosti k adhezi patogenů a jejich snížené eliminaci z respiračního traktu, což má za 
následek rozvoj chronického zánětu a postupnou destrukci plicní tkáně (Smith 1997). 
 
1.1.2.2. Změny v glykosylaci glykokonjugátů u pacientů s cystickou 
fibrosou  
Glykosylace mucinů je tzv. proteinově a buněčně specifický proces, jež je silně 
závislý jak na konkrétním proteinu, tak i na typu buňky, ve které je mucin syntetizován. 
V neposlední řadě může být proces glykosylace ovlivněn i fyziologickým stavem buňky 
(Parekh a kol. 1985). 
Abnormální glykosylaci podléhají jak sekretované, tak i membránové muciny 
(Venkatakrishnan a kol. 2013), přičemž změna v sacharidovém složení může nastat 
v terminální části glykanu, v jeho anténové části nebo i v jeho „core“ a týká se jak O-
glykosydicky (Breg a kol. 1987), tak i N-glykosidicky vázaných glykanů (Alhadeff 2008). 
Charakteristické změny v glykosylaci mucinů pacientů s CF nastávají převážně v míře 
fukosylace a sialylace (především terminálních částí) sacharidových řetězců. Dalším 
poměrně častým typem úpravy glykanové části mucinů, který je u zmíněných jedinců 
ovlivněn, je sulfatace. Profily glykosylace mucinů u pacientů s CF popsané v literatuře se 
mnohdy značně liší, lze v nich však vysledovat několik trendů. Již před několika 
desítkami let Matthews a kol. (1963) zjistili, že pro sekretované muciny, vyskytující se 
ve sputu jedinců s CF, je charakteristický pokles jejich celkové glykosylace. Tento jev je 
popisován i v případě membránových mucinů dýchacích cest (Martino a kol. 2011). 
Trendy jednotlivých specifických glykosylačních úprav se však u membránových i 
sekretovaných mucinů významně liší. Sekretované muciny dýchacích cest vykazují u 
pacientů s CF vyšší stupeň sialylace a sulfatace (v závislosti na typu mucinů a studii) a 
nižší stupeň fukosylace ve srovnání se zdravými jedinci. U membránových mucinů byl 
naopak pozorován u těchto typů úprav zcela opačný trend, tedy zvýšená míra fukosylace 
a snížení sialylace u nemocných CF (Venkatakrishnan a kol. 2013).   
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Při sialylaci dochází k navázání kyseliny sialové často ve formě kyseliny N-
acetylneuraminové na terminální monosacharidový zbytek galaktosy nebo N-
acatylglukosaminu, a to prostřednictvím dvou typů vazeb 2,3 a 2,6. U sekretovaných 
mucinů, produkovaných pohárkovými buňkami zdravých jedinců, převažuje vazba na 
galaktosu typu 2,3, zatímco u membránových mucinů produkovaných epiteliálními 
buňkami závisí typ vazby na jejich umístění v dýchacím traktu. Vazba kyseliny sialové 
typu 2,6 převažuje u membránových mucinů v celé délce respiračního traktu a vazba 
typu 2,3 je méně častá a vyskytuje se především u mucinů v dolních cestách dýchacích. 
Tyto dva různé typy vazby kyseliny sialové rozlišují např. viry lidské a ptačí chřipky, a 
proto mohou být tyto determinanty velice důležité pro virové i bakteriální infekce 
pozorované u pacientů s CF (Matrosovich a kol. 2004; Venkatakrishnan a kol. 2013). 
Také míra fukosylace mucinů je velmi významná z hlediska ovlivnění adheze 
patogenů, především Pseudomonas aeruginosa nebo Haemophilus influenza, 
prostřednictvím jejich lektinů. V kontextu s patogenezí CF se jako velmi důležitá jeví 
zvýšená míra fukosylace především u membránových mucinů lemujících dýchací cesty. 
Fukosa slouží jako potenciální vazné místo pro patogeny, které pomocí svých lektinů 
tento sacharidový zbytek specificky rozpoznávají. Jak již bylo zmíněno u sekretovaných 
mucinů je pozorován opačný trend u CF jedinců, tedy nižší hladina fukosylace ve 
srovnání se zdravými jedinci. Fukosa může být vázána vazbou typu 1,3 nebo 1,6 na 
N-acatylglukosamin v anténní části či „core“ glykanu (Scanlin a Glick 1999), popřípadě 
k vazbě může být využita i galaktosa (Venkatakrishnan a kol. 2013). Hlavní patogen 
pacientů s CF, Pseudomonas aeruginosa, rozpoznává prostřednictvím svých lektinů 
právě fukosu vázanou typem vazby 1,3. U zdravých jedinců tento typ vazby fukosy 
nebyl na povrchu fibroblastů vůbec nalezen (Scanlin a Glick 1999).  
Při dalším typu úpravy, sulfataci mucinů, dochází k připojení sulfátu na C3 
galaktosy nebo na C6 N-acetylglukosaminu pomocí sulfotransferas. Změny v sulfataci 
mucinů u pacientů s CF pozorované v různých studiích jsou však protichůdné. Byla 
zaznamenána jak zvýšená (tento trend převládá obecně pro glykoproteiny sputa), tak i 
naopak snížená míra sulfatace mucinů a některé studie uvádějí, že mezi úrovní sulfatace 
mucinů u pacientů s CF a zdravých jedinců není statisticky významný rozdíl. 
Další skupinou glykokonjugátů, důležitou z hlediska glykosylace u pacientů s CF, 
jsou glykolipidy. Konkrétně se jedná o změnu v sialylaci glykosfingolipidových struktur 
GM1 (gangliotetraosylceramid). Poměr asialoGM1:sialoGM1 glykolipidů na povrchu 
   Teoretický úvod 
21 
buněk dýchacích cest u pacientů s CF je vyšší než u zdravých jedinců a převažuje u nich 
tedy nesialovaná forma glykolipidu, která funguje opět jako receptor pro patogeny PA (či 
Haemophilus influenzae a Staphylococcus aureus), jenž je rozpoznáván bakteriálními 
pili. Tyto struktury jsou tvořeny vláknitým proteinem pilinem, který se svoji C-koncovou 
částí váže na GalNAc(1,4)Gal sekvenci glikolipidu asialoGM1 (Scharfman a kol. 1996). 
U sialované formy GM1 glikolipidu však k rozpoznání a následné vazbě patogenu 
nedochází (Saiman a Prince 1993; Scharfman a kol 1999)    
 
1.1.2.3. Příčiny a důsledky změn v glykosylaci glykokonjugátů u pacientů 
s cystickou fibrosou 
Hledání a identifikace přímé příčiny změn v glykosylaci mucinů u pacientů s CF 
je velmi obtížné, neboť enzymové glykosylační systémy mohou být ovlivněny mnoha 
endogenními, ale i exogenními faktory. Obecně tyto faktory můžeme rozdělit do dvou 
kategorií: 1) mechanismy, které narušují rovnováhu glykosylačního aparátu v buňce, a 2) 
mechanismy, které různými způsoby mění již zralý glykosylační profil mucinů, kdy 
dochází ke změnám v jejich složení. Do první skupiny patří např. změna hladin 
glykosylačních enzymů nebo jejich substrátů (nukleotidem aktivovaný sacharidový 
zbytek) či změna v lokalizaci příslušných enzymů v rámci ER/Golgiho aparátu. Druhou 
skupinu tvoří procesy, při nichž dochází např. k degradaci glykanové části bakteriálními 
glykosidasami, které mohou demaskovat glykanové receptory, nebo ke změně v sekreci 
jednotlivých mucinů, která nesouvisí se změnou glykosylačního aparátu buňky (Cacalano 
a kol. 1992).  
Z mnoha pozorování vyplývá, že absence plně funkčního CFTR proteinu 
v membránách mukoidních buněk vede k narušení jejich glykosylačního enzymového 
aparátu. Například snížení celkové glykosylace mucinů bronchiálních epiteliálních buněk 
koreluje se sníženou expresí manosa-6-fosfát-isomerasy, která aktivuje manosu při 
syntéze „core“ při N-glykosylaci (Virella-Lowell a kol. 2004). Naopak zvýšená míra N-
glykosylace povrchu CF epitelu nárůstem genové transkripce tohoto enzymu vedla ke 
snížení adheze Pseudomonas aeruginosa a zlepšení „clearance“ tohoto patogenu 
v dýchacích cestách (Martino a kol. 2011). Dalším glykosylačním enzymem, jehož 
snížená aktivita byla detekována v CF buněčných kulturách je sialyltransferasa (Barasch 
a Al-Awqati 1993). Pokles aktivity tohoto enzymu je spojený se sníženou mírou 
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terminální sialylace glykanů. Stejný efekt, pozorovaný u heterologního buněčného 
systému exprimujícího Phe508del CFTR protein, je navíc doprovázen sníženou hladinou 
samotné kyseliny sialové (Dosanjh a kol. 1994). Stejně tak změny v aktivitě a obsahu 
1,2-fukosyltransferasy vedou k poklesu množství fukosy vázané vazbou 1,2 na 
galaktosu membránových mucinů dýchacích cest (Glick a kol. 2001).  
Dosud však není přesně známo, jakým mechanismem absence či defektní aktivita 
CFTR kanálu ovlivňuje multienzymový glykosylační aparát, zdali přímo či nepřímo 
prostřednictvím různých meziproduktů signalizačních drah. Podle hypotézy Barashe a 
kol. (1991) způsobí nefunkční CFTR protein snížení pH v Golgiho aparátu, což vyvolá 
změnu aktivity glykosyltransferas díky odchylce od jejich pH optima. Jiná teorie uvádí, 
že nativní CFTR protein se podílí na správném umístění (kompartmentaci) jednotlivých 
terminálních glykosyltransferas v rámci Golgiho aparátu tak, aby při glykosylaci daného 
proteinu docházelo k zapojení patřičného enzymu. Např. pokud dvě terminální 
glykosyltransferasy, 1,2- a 1,3-fukosyltransferasy kompetují o stejný substrát, fukosu, 
a dojde ke změně pořadí v zapojování těchto dvou enzymů do procesu glykosylace, 1,3-
fukosyltransferasa bude působit jako první, druhý enzym se už neuplatní a na povrchu 
buněk CF jedinců bude převažovat fukosa připojená vazbou 1,3, která je rozpoznávána 
patogenem PA (Rhim a kol. 2001).  
Jak již bylo zmíněno, glykosylační profil pozorovaný u nemocných s CF může být 
ovlivněn také přítomností bakterií jako je Pseudomonas aeruginosa a dalších 
v respiračním traktu. Tyto patogeny mají na svém povrchu specifické glykosidasy, např. 
sialidasy, pomocí nichž mohou demaskovat glykanové receptory na povrchu 
hostitelských buněk, které pak využijí pro svoji adhezi (Cacalano a kol. 1992). Přítomnost 
bakterií v dýchacím traktu může dále vyvolávat a udržovat zánět, který ovlivňuje 
fiziologický stav buňky, a tím opět modifikovat glykosylační profil mucinů 
prostřednictvím zánětlivých mediátorů, které se podílejí na regulaci glykosyltransferas a 
sulfotransferas (Delmotte a kol. 2002).  
Uvedené poznatky naznačují, že terminální glykosylace povrchových 
glykokonjugátů, zejména její změny a typ vazby koncových monosacharidových 
jednotek, velmi významně ovlivňuje míru adheze patogenů kolonizujících dýchací cesty 
pacientů s CF. Abnormální glykosylace slizničních proteinů i lipidů je primárně spojena 
se zvýšenou mírou bakteriální infekce díky zvýšené adhezi patogenů, a zároveň snížení 
jejich „clearace“ z prostředí respiračního traktu. Také samotný CFTR protein na povrchu 
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epiteliálních buněk zdravých jedinců se může podílet na internalizaci patogenu 
Pseudomonas aeruginosa, glykosylovaná část CFTR proteinu však do této interakce 
s patogenem není zapojena (Pier a kol. 1997). Absence CFTR kanálu u CF nemocných 
tak přispívá k dalšímu bakteriálnímu zatížení jejich dýchacích cest. 
 
1.2. Pseudomonas aeruginosa a její virulenční faktory 
Jedním z nejvýznamnějších patogenů u pacientů s cystickou fibrosou je 
gramnegativní bakterie Pseudomonas aeruginosa (PA). Infekce a chronická kolonizace 
plic tímto mikroorganismem je hlavní příčinou morbidity a mortality CF jedinců. 
Prevalence infekce PA stoupá u pacientů s CF s věkem a jak bylo naznačeno výše, 
v dospělosti je chronicky infikováno až 80 % nemocných. Jednou z možných příčin této 
hypersenzitivity k bakteriální infekci právě Pseudomonas aeruginosa může být aberace 
CFTR proteinu, jehož extracelulární doména (úsek aminokyselinového řetězce 108 – 
117) slouží jako internalizační PA-specifický receptor (Pier 2000). V případě funkčního 
CFTR proteinu u zdravých jedinců je bakterie PA, prostřednictvím lipopolysacharidu 
(LPS) na povrchu buněčné stěny, zachycena k membráně epiteliálních buněk. Poté 
následuje endocytosa (a degradace bakteriální buňky pomocí lysozomálních 
hydrolytických enzymů a baktericidních látek) a/nebo odstranění PA deskvamací 
epiteliálních buněk s internalizovanými patogeny. Nejčastěji se vyskytující mutace 
Phe508del neovlivňuje samotnou schopnost CFTR proteinu vázat bakteriální LPS, ale 
v jejím důsledku nedochází k začlenění CFTR do membrány a jeho absence tak vede ke 
zvýšení bakteriální zátěže plic nemocných s CF (Pier 2000; Pier a kol. 1997).  Navíc 
změnou glykosylačního profilu epiteliálních buněk respiračního traktu u pacientů s CF 
vznikají nové povrchové struktury vhodné pro adhezi bakterií, převážně Pseudomonas 
aeruginosa. V těchto případech však již nedochází k prospěšné fázi internalizace a 
likvidace patogenu, ale naopak nastává rozvoj bakteriální infekce.  
Primární rozpoznání hostitele, adheze PA a následná kolonizace jsou úzce spjaty 
s jejich virulenčními faktory. Jedná se o sloučeniny či komponenty, které se významně 
uplatňují v patogenitě mikroorganismu. Můžeme je rozdělit do dvou kategorií: 1) 
virulenční faktory asociované s povrchem bakteriální buňky, a 2) extracelulárně 
sekretované faktory.  
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Do první skupiny patří např. bičíky či pili, které zajišťují nejen pohyblivost, ale 
jsou využívány i k adhezi bakterie na cílové struktury na povrchu epiteliálních buněk 
hostitele. Dalším adhezním faktorem je výše zmiňovaný bakteriální lipopolysacharid, 
který kromě interakce s CFTR epiteliálních buněk je také rozpoznáván povrchovými 
receptory buněk imunitního systému. Jedná se o velmi imunogenní bakteriální toxin, 
který již v malých koncentracích (v řádu pg/ml) je schopen vyvolat imunitní odpověď. 
Aktivuje komplement, vyvolává zánětlivou odpověď stimulací makrofágů, neutrofilů 
nebo B-lymfocytů a působí též jako pyrogen (Pier a kol. 1997). LPS také zvyšuje 
strukturní stabilitu a snižuje propustnost vnější bakteriální membrány, čímž se významně 
podílí na rezistenci PA vůči antibiotikům (Kucharska a kol. 2016). Neméně důležitými 
adhezními faktory jsou i bakteriální lektiny, zejména PAIL a PAIIL, které se účastní nejen 
vazby PA na cukerné složky glykokonjugátů na povrchu epiteliálních buněk hostitele, ale 
hrají i významnou roli při formování biofilmu (vysoce strukturovaný a organizovaný 
stupeň bakteriálního soužití), který zvyšuje odolnost bakterií a umožňuje jejich 
vzájemnou komunikaci (Glick a Garber 1983; Chemani a kol. 2009).  
Druhá skupina virulenčních faktorů zahrnuje extracelulárně sekretované 
proteinové toxiny, enzymy nebo pigmenty, které usnadňují překonání imunitního 
systému hostitele. Jedná se například o exotoxin A nebo exoenzym S, které inhibují 
syntézu proteinů v hostitelských buňkách, což v konečném důsledku vede k jejich 
apoptose (Morlon-Guyot a kol. 2009). Mezi bakteriální toxiny se řadí i tzv. fenaziny, 
barevné pigmenty, které mají významný vliv na virulenci Pseudomonas aeruginosa. 
Přímo poškozují hostitelské buňky účastí na tvorbě reaktivních forem kyslíku, ovlivňují 
produkci cytokinů či inhibují pohyb řasinek řasinkového epitelu dýchacích cest (Hall a 
kol. 2016). Fenaziny působí toxicky na hostitelské buňky, ale svým producentům naopak 
prospívají, např. usnadňují přežití v anaerobním prostředí (Costa a kol. 2015). Příkladem 
těchto toxinů je pyocyanin, modrý pigment, který díky svým oxidačně redukčním 
vlastnostem poskytuje PA konkurenční výhodu nad jinými mikroorganismy 
v respiračním traktu pacientů s CF (Hassan a Fridovich 1980). Mezi siderofory, látky 
přenášející ionty železa, patří bakteriální žlutozelený pigment pyoverdin, který zásobuje 
PA ionty železa, které jsou nezbytné pro růst bakterií a také tvorbu biofilmu (Banin a kol. 
2005; Murray a kol. 2016). Pseudomonas aeruginosa produkuje také řadu enzymů, 
nespecifických proteas (elastasy), či fosfolipas, které způsobují destrukci hostitelské 
tkáně. Jedním z důležitých enzymů, který hraje roli převážně v počátečním stadiu 
patogeneze PA, je neuraminidasa (též sialidasa). Tento enzym štěpí glykosidovou vazbu 
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mezi terminální kyselinou sialovou a gangliosidem GM1 a přeměňuje tak sialoGM1 na 
asialoGM1, který slouží právě jako receptor pro vazbu PA na povrch buněk dýchacího 
traktu pacientů s CF (Cacalano a kol. 1992). Důležitým virulenčním faktorem, který se 
naopak masivně uplatňuje při vzniku chronické infekce je tvorba biofilmu. Být součástí 
biofilmu přináší bakteriálním buňkám výhody jako je ochrana před imunitním systémem 
hostitele, ale i před působením antibiotik anebo umožňuje překonání řady stresových 
podmínek (nedostatek živin, dehydratace, změna pH) (Gellatly a Hancock 2013). 
Navození tvorby biofilmu je regulováno tzv. systémem „quorum sensing“, který 
umožňuje komunikaci mezi bakteriemi prostřednictvím signálních molekul 
uvolňovaných do prostředí (Whiteley a kol. 2017). 
 
1.2.1. Lektiny Pseudomonas aeruginosa PAIL a PAIIL 
Dva z virulenčních faktorů, které jsou úzce spjaty s adhezí PA k hostitelským 
buňkám a které jsou součástí předkládané práce, jsou lektiny PAIL a PAIIL (v literatuře 
též označované jako LecA a LecB). Lektiny tvoří velkou skupinu proteinů, které 
s vysokou mírou specifity rozpoznávají cukerné struktury. V souvislosti s jedinečným 
glykosilačním profilem nemocných s CF hrají lektiny významnou roli v patognezi 
Pseudomonas aeruginosa u těchto jedinců. 
Lektiny PAIL a PAIIL byly izolovány z Pseudomonas aeruginosa v 70. letech 
jako proteiny schopné aglutinovat lidské a zvířecí erytrocyty (Gilboa-Garber 1972; 
Gilboa-Garber a kol. 1977). Oba lektiny jsou složené z relativně malých monomerních 
jednotek tvořených 121 (PAIL) a 115 (PAIIL) aminokyselinami o velikosti molekul    
12,8 kDa respektive 11,9 kDa (Avichezer a kol. 1992; Gilboa-Garber a kol. 2000). 
Přestože tyto lektiny mají zcela odlišné aminokyselinové sekvence, jejich kvarterní 
struktury jsou podobné: oba proteiny tvoří homotetramerní komplexy, přičemž každá 
monomerní jednotka obsahuje vazebné místo pro ligand. Jedna tetramerní molekula 
lektinu tedy může vázat až 4 molekuly odpovídajícího sacharidu, viz obr. 2 str. 26 (Cioci 
a kol. 2003; Mitchell a kol. 2002).  
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Obrázek 2: Celkový pohled na tetramery lektinů PA-IL (A) a PA-IIL (B). Jednotlivé 
monomerní jednotky jsou zobrazeny různými barvami, kde ploché šipky znázorňují 
struktury skládaného listu. Vápenaté kationty představují oranžové kuličky a příslušné 
monosacharidy jsou znázorněny pomocí zelených (uhlíkové atomy) a červených 
(kyslíkové atomy) kuliček. Převzato z: Grishin a kol. 2015 
 
Lektin PAIL specificky rozpoznává terminální D-galaktosu vázanou 
v determinantech Gal1-3Gal, Gal1-4Gal nebo Gal1-6Glc glykokonjugátů 
epiteliálních buněk dýchacích cest (Avichezer a kol. 1992; Chen a kol. 1998). Disociační 
konstanta komplexu PAIL - galaktosa charakterizující afinitu lektinu k příslušnému 
ligandu je 88M (Kadam a kol. 2011), což je považováno za střední míru afinity. Afinita 
jednotlivých oligosacharidových determinant k lektinu PAIL se může lišit v závislosti na 
složení této koncové části sacharidového řetězce (sekvenci monosacharidů) a na typu 
glykosidové vazby vázající terminální galaktosu, přičemž disociační konstanty pro tyto 
různé komplexy lektin - sacharid se obvykle pohybují v rozmezí 30 - 130M (Blanchard 
a kol. 2008; Nurisso a kol. 2010). Kromě D-galaktosy může lektin PAIL vázat s nižší 
afinitou také N-acetyl-D-galatosamin (Gilboa-garber 1972; Garber a kol. 1992). Vazebné 
místo pro galaktosu obsahuje vápenatý kationt (koordinačně vázaný na atomy kyslíku 
karboxylových skupin postranních řetězců aminokyselin v proteinu) a dále molekulu 
vody, přičemž obě tyto komponenty se přímo účastní vazby cukerného zbytku (Cioci a 
kol. 2003; Nurisso a kol. 2010).    
Lektin PAIIL má ve srovnání s lektinem PAIL širší vazebnou specifitu a vyšší 
afinitu ke svým ligandům. Může vázat L-fukosu, L-fukosylamin, L-galaktosu,                    
D-arabinosu, D-manosu a D-fruktosu. Disociační konstanta komplexu PAIIL - L-fukosa 
je 2,9 M, interakce s ostatními sacharidy je slabší (Sabin a kol. 2006). Důvodem této 
vysoké afinity lektinu je pravděpodobně to, že v jeho vazebném místě se nacházejí dva 
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ionty Ca2+. Koordinační interakce těchto dvou vápenatých kationtů se sacharidy určují 
vazebnou specifitu lektinu PAIIL. Sacharidy s optimálním uspořádáním hydroxylových 
skupin mají ve svých energeticky nejvýhodnějších konformacích dvě hydroxylové 
skupiny v ekvatoriální poloze a jednu hydroxylovou skupinu v axiální poloze vůči 
referenční rovině sacharidového kruhu, a právě takové rozložení hydroxylových skupin 
umožňuje ideální interakci s vápenatými ionty (viz obr. 3, str. 28) (Loris a kol. 2003; 
Sabin a kol. 2006). 
Pro funkci lektinů je důležitá jejich lokalizace. Většina jich je umístěna 
intracelulárně, významný podíl se však vyskytuje i na cytoplasmatické membráně, 
v periplasmatickém prostoru a na povrchu vnější membrány bakteriálních buněk, kde je 
hojně zastoupený převážně lektin PAIIL (Glick a Garber 1983; Loris a kol. 2003). 
Intracelulární lektiny se uplatňují převážně po autolyzi bakteriální buňky. K té dochází u 
některých buněk bakteriální kolonie kvůli dezintegraci buněčné stěny v důsledku ztráty 
regulace autolysinů, podílejících se na její remodelaci. Uvolněné cytoplazmatické lektiny 
následně umožní vyšší míru adheze intaktních bakterií. (Grishin a kol. 2015; Wentworth 
a kol. 1991)  
Povrchové lektiny, jak bylo uvedeno výše, jsou zodpovědné za adhezi bakterií na 
epiteliální buňky hostitele. Sacharidové struktury, které jsou zmíněnými lektiny 
rozpoznávány, jsou u CF nemocných nadměrně zastoupené právě v membránových 
mucinech, které jsou charakteristické sníženou sialylací (demaskování předposledních 
zbytků galaktosy) a zvýšenou fukosylací (podrobněji viz. kapitola 1.1.2.2). Membránové 
muciny jsou tedy pravděpodobně počátečním místem adheze PA. Oproti tomu 
sekretované muciny ve sputu CF nemocných, které kvůli opačné situaci (se zvýšenou 
sialylací a sulfatací a sníženou fukosylací) obsahují ve srovnání se zdravými jedinci méně 
glykanových determinant rozpoznávaných lektiny PA by adhezi patogenu u pacientů 
s CF měly ovlivnit mnohem méně. (Venkatakrishnan a kol. 2013). Mezi další funkce 
obou lektinů patří i účast na tvorbě biofilmu. Multivalence lektinů umožňuje vzájemné 
interakce bakterií, jejich agregaci a tvorbu mikrokolonií. Proteiny PAIL a PAIIL se váží 
na exopolysacharidové řetězce biofilmu, které obsahují manosu a galaktosu, a tím 
dochází k jeho zahuštění a zvýšení odolnosti patogenu vůči nepříznivým vlivům (Diggle 
a kol. 2006; Byrd a kol. 2009). Dále lektiny PAIL a PAIIL narušují funkci epiteliální 
bariéry dýchacích cest a zvyšují její propustnost pro další virulenční faktory, což opět 
vede k poškození tkáně během infekce. Lektiny inhibují pohyb řasinek, pravděpodobně 
přímou vazbou a jejich zesítěním, čímž znesnadňují odstranění hlenu a cizorodých částic 
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včetně bakterií, které jsou v něm zachyceny. Tímto způsobem přispívají k oslabení 
dalšího obranného mechanismu respiračního traktu (Mewe a kol. 2005).  
 
 
Obrázek 3: Krystalové struktury komplexů PAIL-galaktosa, PAIIL-fukosa a PAIIL-
manosa – detail vazebných míst lektinů. (a) Tyčinkový model prezentující aminokyseliny 
a Ca2+ ionty podílející se na vazbě sacharidů: koordinační vazby s Ca2+ jsou zobrazeny 
plnou oranžovou čarou a vodíkové vazby přerušovanou zelenou čarou. Barevné označení 
prvků: červená – kyslík, modrá – dusík, černá – uhlík a růžová – ionty Ca2+. (b) Interakce 
Ca2+ iontů a sacharidů s povrchem proteinu zabarveného dle elektrostatického potenciálu 
(modrá – nízká hodnota elektronové hustoty přes zelenou až po oranžovou – vysoká 
hodnota elektronové hustoty). Fialové kuličky znázorňují Ca2+ ionty a příslušné sacharidy 
jsou vyobrazeny pomocí tyčinkového modelu. Převzato z: Imberty a kol. 2004 
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1.3. Rozvoj infekce Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa patří do skupiny oportunních bakterií, které zdravé 
jedince neohrožují, ale pro CF nemocné je obávaným patogenem. Pseudomonas 
aeruginosa získává potřebnou energii oxidativním metabolismem organických látek jako 
jsou organické kyseliny, zejména trikarboxylové kyseliny,  
dále aminokyseliny, ale třeba i glycerol, naopak glukosu využívá jako zdroj energie 
mnohem méně než jiné bakterie. PA upřednostňuje růst v aerobním či mikroaerobním 
prostředí, kde je konečným akceptorem elektronů kyslík (aerobní respirace), ale dokáže 
růst i v anoxických podmínkách, které panují i v CF plicích a při anaerobní respiraci je 
schopna využívat jako terminální akceptor elektronů dusitany nebo dusičnany (Schobert 
a Jahn 2010). Díky této metabolické nenáročnosti a variabilitě a dále schopnosti 
horizontálního přenosu genů je velmi adaptabilním organismem (Klockgether a kol. 
2011). Tato vysoká míra adaptability umožňuje bakterii Pseudomonas aeruginosa unikat 
jak před antimikrobiálními látkami, ale také před působením imunitního systému, což 
komplikuje a zhoršuje průběh infekce (zdravotní stav) u CF nemocných.  
Infekce Pseudomonas aeruginosa má u pacientů s cystickou fibrosou velmi 
charakteristický průběh a můžeme ho rozdělit do tří navazujících fází: 1) fáze adheze PA 
buněk na epitel hostitele, 2) fáze akutní infekce, a 3) fáze chronické infekce. Při počáteční 
kolonizaci dýchacích cest dochází nejprve k adhezi mikrobiálních buněk na výstelku 
dýchacích cest, přičemž ještě nevzniká zánět plicní tkáně ani její následná destrukce. 
V tomto stádiu PA produkuje velké množství virulenčních faktorů (viz kapitola 1.2), které 
jsou nezbytné pro vznik následné bakteriální infekce. Akutní infekce PA je způsobena 
nemukoidní formou výskytu patogenu, která je ve srovnání s mukoidní formou PA 
(způsobující chronickou infekci) citlivější na antibiotika. V tomto případě může být 
adheze PA k epitelu respiračního traktu přechodná a infekci lze eradikovat vhodnou 
antimikrobiální terapií. Do jaké míry se infekce rozvine závisí na mnoha faktorech. PA 
v této fázi infekce produkuje rozmanité spektrum extracelulárních enzymů a toxinů, které 
poškozují epitelové buňky hostitele. Proti tomu působí imunitní odpověď organismu, 
produkty zánětlivé reakce či antibiotická léčba ovlivňující chování bakteriálních buněk, 
které pod vlivem stresových faktorů zahájí expresi genů umožňující jejich adaptaci na 
nepříznivé podmínky (Furukawa a kol. 2006; Moradali a kol. 2017; Malhotra a kol. 
2019). V této fázi dochází k přechodu mikroorganismu PA na mukoidní formu, pro níž je 
charakteristická tvorba biofilmu a vznik chronické infekce. Alginátový exopolysacharid 
   Teoretický úvod 
30 
umožňuje bakteriím účinnější vazbu k epiteliálním buňkám a zajišťuje efektivní bariéru 
proti opsonizaci či fagocytose. Současně poskytuje bakteriím vhodnější podmínky pro 
růst v mikroprostředí s omezeně dostupnými živinami včetně důležitých iontů železa. 
Bakterie, které jsou součástí biofilmu, a zejména anaerobního biofilmu, jsou rezistentní 
k exogennímu antimikrobiálnímu působení, především vůči antibiotikům. Odolnost se 
zvýší oproti planktonnímu výskytu PA (nemukoidní forma) až 1000krát (Harmsen a kol. 
2010; Malhotra a kol. 2019; Rasamiravaka a kol. 2015). V této fázi infekce je eradikace 
patogenu Pseudomonas aeruginosa z dýchacích cest CF nemocných už prakticky 
nemožná.  
 
1.4. Odpověď hostitele na infekci Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas aeruginosa je metabolicky všestranná bakterie, která způsobuje u 
pacientů s CF závažné infekce dýchacích cest spojené s rozvojem zánětu. Závažnost a 
průběh zánětu u CF nemocných však neodpovídá obvyklé stimulaci zánětu bakteriemi 
nebo viry u zdravých jedinců, je neúměrně intenzívní a prolongovaný. Příčinou je 
molekulární defekt CFTR proteinu u pacientů s CF, čímž je modifikována i zánětlivá 
odpověď organismu na infekční stimuly (Blohmke a kol. 2012; Cohen a Prince 2012). Za 
nejzávažnější důsledky, které zánět vyvolává, se pokládá poškození epitelu dýchacích 
cest působením proteolytických enzymů (převážně neutrofilovou elastasou), cytokinů či 
volných kyslíkových radikálů (ROS) produkovaných buňkami imunitního systému 
(Vávrová 2006). 
Aktivace zánětlivého procesu začíná hromaděním fagocytujících buněk, převážně 
neutrofilních leukocytů a makrofágů v místě traumatu způsobeném vlivem bakterií. 
Buňky imunitního systému jsou k místu infekce chemotakticky přitahovány zánětlivými 
mediátory (chemokiny). Při zánětu dochází ke stimulaci fagocytujících buněk, neutrofilů 
a makrofágů, která vyvolá produkci volných kyslíkových radikálů způsobujících na 
buněčné úrovni řadu poškození jako je denaturace strukturních a funkčních proteinů, 
narušení buněčných lipidových membrán nebo destrukce DNA. Dále makrofágy pacientů 
s CF produkují podstatně více prozánětlivých cytokinů ve srovnání se zdravými jedinci. 
V bronchoalveolární laváži pacientů s CF infikovaných PA je významně zvýšená 
koncentrace prozánětlivých cytokinů jako jsou TNF, IL-1, IL-6 a IL-8 (využívají se 
k posouzení míry rozvoje zánětu) (Vávrová 2006). Jak vysoké hladiny těchto cytokinů, 
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tak i převládající tvorba kyslíkových radikálů nad antioxidačními procesy mají pro 
hostitele dramatické důsledky, protože dochází k masivnímu poškození jeho epiteliální 
tkáně. Progrese infekce se projevuje stoupajícím množstvím neutrofilů ve sputu CF 
nemocných. Neutrofily, které zanikají v místě zánětu, uvolňují do okolí množství 
proteolytických a dalších enzymů (např. elastasa, lysozym, myeloperoxidasa, katepsiny, 
kolagenasa, aktivátory komplementu) i jaderné DNA, jejíž vysoká koncentrace přispívá 
k dalšímu zvýšení viskozity hlenu (Cohen-Cymberknoh a kol. 2013; Watt a kol. 2005). 
Neméně důležitým faktorem zánětu je i hypoxie, která způsobí, že buňka nemá dostatek 
energie pro svůj metabolismus a v konečném důsledku vede ke zhroucení 
mitochondriálních a subcelulárních mechanismů, které vyústí v nekrosu buněk plic. 
Nekrosa, tedy patologická smrt buňky, je charakterizována neorganizovaným rozpadem 
buněčných struktur, jejíž produkty jsou opět zdrojem vyvolávajícím další zánětlivou 
reakci okolní tkáně. Rozpadové produkty epiteliálních buněk spolu s obsahem zaniklých 
buněk imunitního systému způsobují poškození epitelu, čímž usnadňují další adhezi 
Pseudomonas aeruginosa, podporují růst bakterií což nakonec vyústí v cyklus 
chronických zánětlivých změn respiračního traktu CF nemocných. Všechny výše popsané 
zánět podporující procesy jsou v plicích u CF nemocných v převaze nad neadekvátně 
nízkou protizánětlivou aktivitou, především nedostatečnou produkcí protizánětlivých 
cytokinů a sníženou činností antiproteas (inhibitorů proteas) či antioxidačního systému 
(Jakubec 2006). 
 
1.5. Terapeutické přístupy k cystické fibrose 
Terapeutické přístupy k CF můžeme podle postižení dýchacího traktu rozdělit do 
tří kategorií, na ty, které jsou založené na genové terapii, ty, které modulují funkci 
mutovaného CFTR proteinu, a přístupy ovlivňující bakteriální infekci v dýchacích 
cestách. Léčba pomocí modulátorů CFTR i antibakteriální terapie potlačují (redukují) 
klinické projevy a zlepšují celkový zdravotní stav pacienta a jeho kvalitu života, avšak 
dané onemocnění nevyléčí, zatímco genová terapie je do budoucna slibnou nadějí pro 
vyléčení cystické fibrosy.  
Principem genové léčby je transport funkčních genů (transgenů) do cílových 
buněk, kde nahradí nebo doplní mutované geny. Transgen je přenesen do buňky pomocí 
genového vektoru, který může být buď virového (pro CF např. adenoviry, lentiviry, 
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Sendai virus či lidský parainfluenza virus) či nevirového původu (pro CF např. samotná 
DNA, nebo s nosiči - kationtové liposomy nebo kationtové polymery) přičemž se může 
jednat o DNA nebo mRNA přenos (Martini a kol. 2011; Fajac a Wainwright 2017). 
Předpokladem úspěšné léčby je výběr vhodného vektoru kódujícího CFTR protein, jeho 
schopnost dostat se do epitelových buněk dýchacího traktu a nevyvolávat imunitní 
odpověď pacienta (Armstrong a kol. 2014). Slibnou strategií genové terapie je editace 
(korekce) genetické informace pomocí metody CRISPR (Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats), zatím testovanou in vitro (De boeck 2020; Maule a kol. 
2019). Výhodou těchto přístupů genové terapie CF je jejich možné využití nezávisle na 
typu mutace CFTR proteinu, který se u pacienta vyskytuje (Griesenbach a kol. 2015). 
Genová léčba je zatím v klinické praxi pro pacienty stále nedostupná, ale intenzivní 
výzkum probíhající v tomto oboru je pro nemocné s CF velkou nadějí. 
Preparáty, které modulují funkci mutovaného CFTR proteinu, tzv. modulátory, 
využívá kauzální léčba, která se řídí jednotlivými druhy mutací CFTR, klasifikovanými 
do sedmi skupin podle toho, jak snižují syntézu, funkci nebo stabilitu CFTR proteinu (De 
Boeck 2020). První skupinou léků jsou tzv. potenciátory, které zvyšují pravděpodobnost 
otevření chloridového kanálu a uplatňují se převážně u nositelů mutace G551D a několika 
dalších z III. třídy mutací CFTR proteinu. Tyto defekty se projevují neschopností NBD 
domén hydrolyzovat ATP, čímž znemožňují otevření kanálu a transport chloridových 
iontů. Příkladem již pro pacienty dostupného preparátu je ivacaftor, který prokazatelně 
zlepšuje funkci plic i pankreatu (Gentzsch a Mall 2018). Dále se mezi modulátory řadí 
tzv. korektory, které zvyšují množství CFTR proteinů na membráně tak, že ovlivňují 
skládání CFTR proteinu a jeho následný transport k membráně. Sem patří lumafactor a 
tezafactor, které v preparátech v kombinaci s ivafactorem jsou určeny pro pacienty 
s nejběžnější mutací Phe508del (II třída mutací) (De boeck 2020). Další látky ze skupiny 
modulátorů CFTR kanálu jsou tzv. „read-through“ sloučeniny, které zabraňují 
předčasnému ukončení translace proteinu CFTR. Mechanismus jejich působení spočívá 
v překlenutí nepravého, mutací vzniklého terminačního kodonu na mRNA-CFTR, čímž 
umožňují vznik funkčního proteinu o plné délce. V minulosti byla z této skupiny látek 
studována aminoglykosidová antibiotika, která však měla řadu vedlejších účinků (vysoká 
toxicita pro organismus). Po neúspěchu atalurenu, u něhož nebyla prokázána dostatečná 
účinnost, se zdá být nadějná látka ELX-02, v současnosti testovaná v preklinických 
studiích (De Boeck 2020; Leubitz a kol. 2019; Fila 2014). Modulátory CFTR proteinu 
mohou pacientům s běžnými mutacemi jako je Phe508del významně zlepšovat život a 
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pokud je léčba zahájena v raném dětství, mohou dokonce zabránit závažným 
komplikacím. Pro pacienty se vzácnějšími mutacemi CFTR je však stále třeba hledat a 
vyvíjet nové způsoby možné terapie. 
Výše zmiňované terapeutické přístupy jsou také komplikovány bakteriálními 
infekcemi, které jsou součástí typického klinického obrazu CF nemocných a mohou 
významně snižovat efektivitu aplikovaných léčebných strategií. Velmi důležitou součástí 
celkové péče je tedy antibakteriální terapie, která nejčastěji využívá širokospektrá 
antibiotika v dávkování na horní hranici dávkovacího rozmezí a po delší časový interval 
(minimálně 14 dní až čtyři týdny, často v opakujících se cyklech). V případě léčby 
infekce Pseudomonas aeruginosa se uplatňují inhalačně podávaná antibiotika, např. 
tobramycin a colistin. Výhoda lokální aplikace spočívá v tom, že antibiotikum je 
podáváno přímo do místa infekce. V místě působení se léčivo rovnoměrněji distribuuje a 
jeho lokální koncentrace převyšuje koncentraci dosaženou při systémové aplikaci, 
přičemž vstřebávání do organismu je nízké s čímž souvisí i jeho menší toxicita. 
Inhalačním podáním se tedy lze dobře vyhnout rizikům a nevýhodám spojeným se 
systémovou aplikací (např intravenózně či orálně) (Vávrová a kol. 2007).  
Přes značný pokrok v léčbě antibiotiky v posledních letech však často dochází ke 
vzniku mikrobiálních rezistencí, které znemožňují úplnou eradikaci patogenu 
z dýchacích cest a následkem je další zhoršování zdravotního stavu pacientů s CF.  To je 
důvodem, proč je nutné bakteriálním infekcím u CF nemocných předcházet a zaměřit se 
na profylaktickou péči například pomocí vakcinace.  
 
1.5.1. Aktivní a pasivní imunizace proti Pseudomonas aeruginosa 
Jeden z možných alternativních přístupů prevence vzniku bakteriální infekce je 
aktivní nebo pasivní imunizace. Při aktivní imunizaci dochází k rozvoji specifické 
imunitní odpovědi, produkci neutralizačních protilátek proti určitému antigenu a 
vytvoření imunitních paměťových buněk, což zajistí dlouhodobou ochranu organismu 
před infekcí (Jílková 2012). K imunizaci organismu lze využít několik typů vakcín od 
celobuněčných (inaktivovaný nebo atenuovaný patogen či mikroorganismus s vhodně 
modifikovaným genomem) přes subjednotkové (rekombinantní), které obsahují 
jednotlivé imunogenní fragmenty patogenu, až po moderní genové vakcíny obsahující 
DNA nebo RNA antigenního proteinu, který je syntetizován pomocí proteosyntetického 
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aparátu buněk imunizovaného jedince a následně vyvolá imunitní odpověď. V případě 
PA je možné jako vakcinační antigeny využít nejrůznější bakteriální virulenční faktory 
jako povrchové polysacharidy, polysacharid-proteinové konjugáty, lipopolysacharid, 
bičíky, proteiny vnější membrány nebo pili. V posledních několika desetiletích byla 
vyvinuta celá řada různých experimentálních vakcín proti Pseudomonas aeruginosa, 
přehled studií lze nalézt například v souhrnných publikacích Merakou a kol. 2018, anebo 
Priebe a Goldberg 2014, či Döring a Pier 2008. Přestože mnoho z těchto vakcín bylo 
testováno v preklinických studiích, pouze několik z nich dosáhlo klinických testů a 
bohužel žádná zatím nezískala povolení k využívání v klinické praxi. V současné době 
tedy není k dispozici pro pacienty s CF v rámci Evropské unie žádná vakcína proti tomuto 
patogenu (osobní sdělení tiskového oddělení SÚKL ze dne 30.3.2021). Aktivní imunizace 
ve většině případů vyvolá tvorbu dostatečného množství (vysoký titr) příslušných 
protilátek, přesto však nemusí dojít k účinné obraně organismu proti infekci. Snížení 
efektivity protilátkové odpovědi může být způsobeno mimo jiné i vysokou vrstvou 
hustého hlenu, která je v dýchacích cestách pacientů s CF přítomna a brání 
imunoglobulinům dostat se v dostatečném počtu do kontaktu s bakteriálními buňkami (a 
tím je neutralizovat).  V případě již probíhající chronické infekce mukoidní formou PA 
je to alginátový film, který chrání bakterie před působením protilátek a snižuje tak jejich 
účinnost (Parad a kol. 1999; Döring a kol. 2007). Aktivní imunizace může být v řadě 
případů pro organismus pacientů s CF zátěží a je proto důležité neopomíjet ani možnost 
využití pasivní imunizace.  
Pasivní imunizace se stává v poslední době atraktivním terapeutickým přístupem 
z důvodu zvyšujícího se výskytu rezistentních mikroorganismů na podávaná léčiva 
(především antibiotika), výskytu nemocí, u nichž pacienti nereagují na léčbu, nebo 
jedinců se zhoršeným imunitním systémem nereagujících na vakcinaci. Pasivní 
imunoterapie je tedy vhodná i pro CF nemocné s oslabeným imunitním systémem, kdy 
vakcinace nevyvolá účinnou imunitní odpověď, ale i pro pacienty s CF s již rozvinutou 
infekcí (Priebe a Goldberg 2014). Při pasivní imunizaci jsou již hotové protilátky proti 
patogenu vneseny do organismu, nejlépe přímo do místa působení, v případě pacientů s 
CF ideálně inhalačním podáním do dýchacích cest. Výhodou tohoto přístupu je, že 
pacienti získávají odolnost vůči infekci patogeny okamžitě. Díky aktivitě proteolytických 
enzymů však protilátková ochrana přetrvává pouze po určitou dobu (několik týdnů až 
čtyři měsíce) což vyžaduje opakované nebo kontinuální podávání protilátek (Kovacs-
Nolan a Mine 2012; Baxter 2007). 
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Na pacientech s CF byly v rámci klinických studií testovány převážně 
humanizované monoklonální protilátky třídy IgG (podtřídy 1). Jako antigeny byly 
využívány virulenční faktory PA, nejvíce protein PcrV, který je sekretován po kontaktu 
patogenu s hostitelskou buňkou bakteriálním sekrečním systémem III. Jedná se o 
„hrotový“ (needle-tip) protein, který vytváří póry v membráně hostitelských buněk a 
umožňuje tak průchod dalších efektorových proteinů do eukaryotické buňky, což 
v konečném důsledku vede k její intoxikaci. Dalšími vhodnými antigeny jsou 
sekretované bakteriální exopolysacharidy Psl a alginát, které jsou součástí bakteriálního 
biofilmu. Pentasacharid Psl se podílí (spolu s Pel polysacharidem) na tvorbě ranných 
stádií biofilmu u nemukoidních kmenů PA a polysacharidový alginát je součástí matrice 
biofilmu mukoidních forem PA, oba polymery se liší svým sacharidovým složením 
(Powell a kol 2018). Hlavní funkcí obou polysacharidů v kontextu s virulencí patogenu 
je ochrana proti opsonizaci a fagocytose neutrofily a makrofágy. Vakcína (MEDI3902) 
humanizované bispecifické protilátky cílené proti těmto virulenčním faktorům (Psl a 
PcrV) tedy zvyšuje „uptake“ PA buňkami imunitního systému, ale také inhibuje funkci 
bakteriálního sekrečního systému III. (Merakou a kol. 2018). Významnou výhodou těchto 
zmíněných cílů vakcinačních protilátek je, že se jedná o velmi konzervované struktury 
v genomu PA, nezávislé na sérotypu Pseudomonas aeruginosa. Intaktní PcrV i Psl operon 
byl nalezen u 94 % a 99 % klinických izolátů PA zachycených po celém světě, což 
významně snižuje riziko úniku PA před účinkem aplikovaných vakcín (Tabor a kol. 
2018). 
Vlastnosti protilátek pro pasivní imunizaci lze upravovat tak, aby lépe vyhovovaly 
potřebám pacientů a požadavkům na vakcínu. Příkladem je delece nežádoucí domény 
nebo celého tzv. Fc fragmentu (crystallizable) imunoglobulinu IgG (podrobněji o 
struktuře protilátek viz kapitola 1.5.2.). Pro profylaxi je pak možné využít pouze Fab 
fragment (antigen binding), který obsahuje epitop interagující s příslušným antigenem, a 
tím minimalizovat nežádoucí imunitní odpověď, kterou Fc fragment IgG může vyvolávat 
(Merakou a kol. 2018).  
Preparáty pro pasivní imunizaci proti PA, založené na výše zmiňovaných 
principech, byly či jsou v různých stadiích klinického testování, avšak stejně jako 
v případě vakcín určených pro aktivní imunizaci, žádná zatím nedosáhla schválení pro 
použití v klinické praxi. 
Zajímavou alternativou k humanizovaným či jinak upraveným savčím 
protilátkám jsou ptačí žloutkové imunoglobuliny IgY, jež byly jako prostředky pasivní 
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imunizace úspěšně použity k eradikaci některých infekčních onemocnění u zvířat (Xu a 
kol. 2011). Povzbudivé jsou i výsledky klinických studií zaměřených na účinnost 
imunoterapie IgY protilátkami při prevenci gastrointestinálních infekcí (Rahman a kol. 
2012) nebo kolonizace PA u CF nemocných (Nilsson a kol. 2008; Merakou a kol. 2018). 
 
1.5.2. Struktura imunoglobulinů IgY a IgG 
Typická struktura molekuly imunoglobulinu je tvořena ze dvou těžkých (H) a 
dvou lehkých řetězců (L). Disulfidické můstky spojují k sobě vzájemně jednak oba těžké 
řetězce a dále ke každému H řetězci připojují jeden L řetězec. Těžké řetězce se skládají 
ze čtyř až pěti (v závislosti na imunoglobulinové třídě) strukturně podobných domén, 
svojí strukturou připomínajících soudek, které jsou vzájemně spojené krátkými úseky 
peptidového řetězce (viz obr. 4, str. 37). Lehké řetězce jsou tvořeny pouze dvěma 
doménami. N-koncová část těžkého a lehkého řetězce se označuje jako tzv. variabilní 
oblast (VH, resp. VL) a vytváří vazebné místo pro antigen. Rozdíly ve struktuře variabilní 
domény imunoglobulinů umožňují jejich obrovskou vazebnou rozmanitost.  Individuálně 
se imunoglobuliny liší v závislosti na klonu B lymfocytů, který je produkuje. Ostatní 
domény molekuly se označují jako konstantní (CH, resp. CL), podle příslušnosti 
k těžkému nebo lehkému řetězci. 
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Obrázek 4: Struktura monomeru imunoglobulinu. Fab – fragment imunoglobulinu 
(antigen binding), Fc – fragment imunoglobulinu (crystallizable), L – lehký řetězec, H – 
těžký řetězec. Převzato a upraveno z: webový zdroj č. 3.  
 
Molekulu imunoglobulinu lze proteolyticky štěpit na jednotlivé fragmenty Fab 
(antigen binding), Fc (crystallizable) a popř. Fv (variable).  Fab fragment obsahuje 
variabilní oblast a je tedy schopen vázat antigen, zatímco Fc fragment je zodpovědný za 
efektorové funkce imunoglobulinů, rozpoznává Fc receptor fagocytů či komplementový 
protein C1. Menší Fv fragment je částí Fab fragmentu a skládá se z nekovalentně 
asociovaných N-koncových domén variabilní oblasti H a L řetězce. Oblast spojující oba 
těžké řetězce pomocí disulfidických můstků se nazývá jako tzv. pantová oblast a 
poskytuje určitou flexibilitu Fab fragmentům, což umožňuje bifukčnost těchto protilátek 
(např. u IgG), (Hořejší a kol. 2017). 
V lidském organismu existuje pět typů těžkých řetězců a, podle 
kterých se rozdělují imunoglobuliny do jednotlivých tříd IgM, IgD, IgG, IgA a IgE. U 
některých tříd Ig rozeznáváme ještě subtypy řetězců. Lehké řetězce mají pouze dva typy 
řetězců  a  (Hořejší a kol. 2017). V přirozené molekule Ig jsou vždy dva totožné těžké 
a dva totožné lehké řetězce. Jednotlivé třídy imunoglobulinů se liší podle počtu 
monomerů, od monomerního IgG až po pentamer IgM (např. u lidí).  Rozdíly nacházíme 
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nejen ve strukturním uspořádání jednotlivých Ig, ale s ním souvisejících biochemických 
vlastnostech, imunochemických reakcích, kterých se účastní, a v mnoha dalších 
aspektech.  
IgY je převládající sérový imunoglobulin u ptáků, plazů a obojživelníků a je 
považován za evolučního předka savčích protilátek třídy IgG a především IgE (Narat, M. 
2003). Přestože oba imunoglobuliny, IgY a IgG, mají podobné vlastnosti i funkci 
v organismu, existují mezi nimi významné strukturní rozdíly. První odlišností je počet 
konstantních domén těžkého řetězce, IgY obsahuje čtyři domény (CH1 – CH4) oproti třem 
u IgG, což má za následek vyšší molekulovou hmotnost IgY (180 kDa vs. 150 kDa) 
(Gilgunn a kol. 2016). Kromě toho IgY postrádá „pantovou oblast“, což snižuje flexibilitu 
obou ramen Fab fragmentů IgY. Určitá omezená míra flexibility IgY je dána oblastmi 
bohatými na prolin a glycin v částech proteinového řetězce mezi doménami CH1-CH2 a 
CH2-CH3 (viz obr. 5). U IgG pantová oblast umožňuje ohyb krátkých ramének v úhlu      
60 – 180° a stericky usnadňuje spojení vazebného epitopu protilátky s antigenem. (Štern 
2016) 
 
Obrázek 5: Srovnání struktury ptačího IgY a savčího IgG. VH – variabilní doména 
těžkého řetězce, VL – variabilní doména lehkého řetězce, CL – konstantní doména lehkého 
řetězce, C1, C2, C3 – konstantní domény 1, 2, 3 těžkého řetězce , C1, C2, C3, 
C4 - konstantní domény 1, 2, 3, 4 těžkého řetězce Převzato a upraveno z: Warr a kol. 
1995 
 
Jak již bylo zmíněno, další rozdíl mezi oběma typy imunoglobulinů je také v jejich 
glykosylaci. Obsah a typ oligosacharidů v terapeutických imunoglobulinech hraje 
významnou roli v jejich biologické aktivitě a farmakokinetice. IgY je více glykosylovaný, 
obsahuje dvě glykosylační místa na doméně CH2 (Asn308) a CH3 (Asn407), kdežto IgG 
disponuje pouze jedním místem na doméně CH2 (Asn297) (Zhang a kol. 2017; Suzuki a 
Lee 2004). Oba imunoglobuliny obsahují N-glykosidicky vázané glykany, liší se však 
typem, zastoupením a sacharidovým složením. Strukturní analýza provedená Gilgunn 
(2016) odhalila, že slepičí sérové polyklonální IgY obsahují všechny tři typy N-
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glykosidicky vázaných glykanů. Převažují komplexní glykany s dvěma až čtyřmi 
„anténami“ a s různou úrovní galaktosylace a sialylace, dále hybridní glykany i glykany 
s vysokým obsahem manosy (viz obr. 6). Zastoupení sacharidových řetězců s vysokým 
obsahem manosy je však ve srovnání s množstvím sialovaných komplexních glykanů u 
IgY poměrně nízké a nemělo by tak ovlivnit jejich terapeutické působení. (Gilgunn a kol. 
2016). Glykosylační profil potenciálních imunoglobulinových terapeutik je druhově 
specifický a je silně ovlivněn použitými buněčnými liniemi a podmínkami při produkci 
imunoglobulinů. Znalost sacharidových struktur, přítomných na Ig molekulách, je tedy 
pro jejich možné využití nezbytná, neboť mohou významně ovlivňovat fyzikálně-
chemické a biologické vlastnosti těchto potenciálních terapeutik.  
 
 
Obrázek 6: Model glykosylované molekuly IgY (purpurová – těžké řetězce, růžová – 
lehké řetězce, žlutá – disulfidové můstky, modrá – sacharidové řetězce). Převzato a 
upraveno z: Gligunn a kol. 2016 
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1.5.3. Funkční srovnání savčích a ptačích imunoglobulinů 
Slepičí vejce jsou již dlouho uznávaným zdrojem živin včetně velkého množství 
protilátek, které chrání vyvíjející se embryo. U slepic nacházíme v závislosti na typu 
těžkého řetězce (podrobněji viz. kapitola 1.5.2) celkem tři třídy imunoglobulinů, IgA, 
IgM a IgY. Ptačí imunoglobuliny IgA a IgM jsou funkčním ekvivalentem savčích 
protilátek se stejným označením a IgY odpovídají savčím imunoglobulinům třídy G. U 
slepic jsou imunoglobulinové protilátky produkovány B lymfocyty v primárním 
lymfatickém orgánu ptáků tzv. Fabriciově burze. Během tvorby vajíčka se IgY ze séra 
přenáší do vaječného žloutku a IgA s IgM jsou ukládány do bílku. Koncentrace IgA i IgM 
v bílku jsou relativně nízké (~0,7 mg.ml-1 respektive ~0,15 mg.ml-1) ve srovnání s 
obsahem IgY ve vaječném žloutku (8-25 mg.ml-1) (Chalghoumi a kol. 2012). Po vylíhnutí 
pak distribuce imunoglobulinů v organismu kuřat odráží jejich různé role v imunitní 
obraně jedince (Tizard 2002; Kovacs-Nolan a Mine 2012).    
Ptačí IgY mohou na patogen působit třemi způsoby, neutralizací (tj. zablokování 
funkce), opsonizací a aglutinací. Na rozdíl od některých savčích imunoglobulinů, IgY 
neaktivují komplement savců. Hlavním efektorovým mechanismem účinku IgY je 
neutralizace, kdy protilátka blokuje mikroorganismus vazbou na kritický epitop, nutný 
pro adhezi bakterie k epiteliálním buňkám hostitele a inaktivuje mikrobiální toxiny. 
(Hořejší a kol. 2017; Abbas a kol. 2019). Bylo zjištěno, že IgY interaguje s virulenčními 
faktory na povrchu gramnegativních bakterií, včetně PA, jako jsou pili, bičíky, 
lipopolysacharidy, anebo proteiny vnější bakteriální membrány jako např. lektiny. (Xu a 
kol. 2011). Náš výzkum se zaměřil na testování schopnosti slepičích protilátek proti 
bakteriálnímu lektinu Pseudomonas aeruginosa PAIIL inhibovat adhezi PA na buňky 
plicních linií pacienta s CF (CuFi) a zdravého jedince (NuLi). V obou případech došlo 
k účinné redukci adheze PA na lidské plicní epiteliální buňky, v případě CuFi buněčných 
linií, které byly k adhezi PA vnímavější, bylo detekováno až 50% snížení, (podrobněji 
viz kapitola 3.2.; Nosková a kol. 2015). 
Ptačí IgY také mohou patogenní buňky opsonizovat a tím moderovat fagocytární 
aktivitu makrofágů a polymorfonukleárních neutrofilních buněk (PMN) vedoucí až 
k degradaci patogenu. Opsonizace PA bakteriálních buněk antiPA-IgY protilátkami 
zvýšila míru oxidativního vzplanutí a následně usmrcení bakterií fagocytosou pozorované 
v in vitro studii na purifikovaných lidských PMN. Redukce životaschopných PA bakterií 
byla v tomto případě až 87% (Thomsen a kol. 2015). 
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Aglutinace bakterií je spíše vedlejší efekt působení IgY, který navrhuje Tsobokura 
a kol. (1997) jako možný mechanismus působení terapie IgY proti Campylobacter jejuni 
u kuřat. Zesíťování bakterií vedlo ke snížení jejich celkového množství (CFU) ve 
střevním traktu kuřat zřejmě tím, že usnadnilo jejich eliminaci ze střev, nikoliv 
prostřednictvím přímých účinků na jednotlivé bakteriální buňky mechanismem 
neutralizace a opsonizace. Tento jev zesíťování bakteriálních buněk pomocí IgY může 
probíhat spíše přes glykosylovanou Fc část protilátky, která interaguje s lektiny na 
povrchu bakterií (ústní sdělení Hodek 2014), než přes obě vazebná místa pro antigen. 
Důvodem je omezená flexibilita obou ramen IgY protilátky v důsledku chybějící 
„pantové oblasti“ známé ze struktury IgG (Yongping a kol. 2011). 
 
1.5.4. Výhody slepičích žloutkových imunoglobulinů IgY  
V poslední době se k využití slepičích IgY jako prostředku pro prevenci některých 
infekcí obrací více pozornosti, protože mají ve srovnání se savčími IgG celou řadu výhod. 
Sérový imunoglobulin IgY slepice ukládá ve velkém množství do vaječného žloutku (cca 
100 mg IgY/vajíčko) k ochraně vyvíjejícího se embrya před potenciálními patogeny 
(Janson a kol. 1994; Kovacs-Nolan a kol. 2012). Imunizací slepice vhodným 
imunogenem je tedy možné vyvolat produkci specifických protilátek proti patogenům 
vyvolávajícím nežádoucí infekce, které lze využít pro pasivní imunizaci v humánní i 
veterinární medicíně. 
Jedním z nejdůležitějších požadavků, které musí prostředek pasivní imunizace 
splňovat, je její bezpečnost, tedy aby její komponenty nevyvolávaly u příjemce negativní 
imunitní nebo zánětlivou odpověď. Jak bylo naznačeno výše, savčí imunoglobuliny IgG 
obsahují Fc fragment, který pomocí domény CH2 aktivuje po vazbě antigenu kaskádovou 
reakci komplementu a dále spolu s CH3 doménou zajišťuje interakci IgG s Fc receptory 
fagocytů a stimuluje fagocytosu (Hořejší a kol. 2017). Oproti tomu Fc fragment ptačích 
imunoglobulinů IgY s Fc receptory lidských imunitních buněk ani se složkami 
komplementu neinteraguje, čímž nedochází ke spuštění potenciálně nebezpečné imunitní 
reakce (Carlander a kol. 2000). Potvrzení, že ptačí IgY nevyvolávají zánětlivé rekce, bylo 
součástí i této práce a získané výsledky jsou prezentovány v publikaci Kubíčková a kol. 
2014. Obsahem pilotních experimentů bylo testování vlivu ptačích IgY ve srovnání 
s lidským IgG a kozím IgG na tvorbu prozánětlivých faktorů v plicních buněčných 
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liniích, přičemž jako pozitivní kontrola byl zvolen silně aktivní lipopolysacharid 
bakteriální stěny LPS. Bylo prokázáno, že hladiny cytokinů TNF-, IL-1, IL-6 a GM-
CSF byly v buněčných kulturách exponovaných ptačím IgY nízké vzhledem k vysokým 
hladinám zejména TNF a GM-CSF v buněčných kulturách vystavených LPS. Výsledek 
tedy naznačuje, že na úrovni plicních buněčných linií IgY zánětlivé reakce nevyvolávají. 
Studie provedená v naší laboratoři (Hadrabová a kol. 2015) tento závěr potvrdila i na 
úrovni experimentálních zvířat, kterým byl imunoglobulin IgY podáván inhalačně. 
Potkani denně po dobu 28 dnů inhalovali buď IgY, Fab fragment IgY, ovalbumin, nebo 
jen PBS a následně byla provedena komplexní analýza odebraného séra, tekutiny 
z bronchoalveolární laváže (BAL) a plic s ohledem na přítomnost prozánětlivých 
markerů a patologické změny tkáně. Lze shrnout, že inhalace IgY způsobila mírný nárůst 
pouze u faktorů GRO/KC a TNF- v BAL oproti negativní kontrole exponované pouze 
PBS, hladiny všech ostatních sledovaných prozánětlivých cytokinů ovlivněny nebyly. U 
experimentálních zvířat vystavených ovalbuminu byl pozorován nárůst cytokinu GM-
CSF v séru, marginální zvýšení koncentrace cytokinů TNF- a GRO/KC v BAL a 
minimální histologické změny plicní tkáně. 
Ptačí IgY získávané ze žloutku jsou výhodné i z hlediska produkce a skladování. 
Ve srovnání se sérem savců, vaječný žloutek obsahuje z ptačích imunoglobulinů pouze 
IgY, což výrazně usnadňuje izolaci požadovaných imunoglobulinů (Gassmann a kol. 
1990). Navíc IgY lze ze směsi ostatních žloutkových proteinů izolovat jednoduchou a 
ekonomicky nenáročnou metodou (Hodek a kol. 2013). Co do množství protilátek, slepice 
za jeden rok může vyprodukovat cca 22 g IgY, přičemž 2 až 10 % obsahu těchto IgY jsou 
antigenně specifické protilátky, což překračuje roční produkci IgG čtyř králíků (Abbas a 
kol. 2019; Li a kol. 2015). Neměla by se opomíjet ani míra invazivity při odběru materiálu 
pro získávání protilátek, kdy sběr vajec je pro slepice mnohem méně stresující ve srovnání 
s odběrem krve savcům. 
Ptačí IgY lze skladovat po různá časová období v závislosti na teplotním režimu. 
Při 37 °C si udrží IgY svoji aktivitu po dobu 1 měsíce, při pokojové teplotě je to až 6 
měsíců. Při 4 °C je lze uchovávat bez významné ztráty aktivity 5-10 let. Dlouhodobě je 
možné IgY skladovat i při -20 °C, ale uchování při -70 °C může způsobit až 50 % ztrátu 
aktivity (Abbas a kol. 2019). Předpokladem úspěšného skladování IgY v roztoku je také 
přídavek konzervantu, např. azidu sodného v koncentraci 0,02 % (w/v) nebo thimerosalu 
v koncentraci 0,03 % (w/v) či 50 g/ml gentamicinu (Schade a kol. 2005). Své výhody 
   Teoretický úvod 
43 
má i lyofilizace IgY, neboť zabraňuje růstu bakterií a napomáhá k udržení strukturní 
integrity purifikovaných protilátek. IgY jsou stabilní i v poměrně širokém rozmezí hodnot 
pH 4 až 11. Při nižším pH než 4 klesá aktivita díky konformačním změnám v místě 
vázajícím antigen (Abbas a kol. 2019). 
Zajímavým a neméně důležitým parametrem při srovnávání IgY a IgG je i jejich 
avidita, tedy síla interakce polyvalentní protilátky s polyvalentním antigenem. Avidita 
vzrůstá s afinitou interakce jednoho vazebného místa ale také s počtem těchto simultánně 
se uplatňujících vazebných míst (Hořejší a kol. 2017). Avidita se liší v závislosti na typu 
protilátky i antigenu. Ve studii provedené Ikemori a kol. (1993) byla testována avidita 
IgY (slepic) ve srovnání s IgG (krav) proti fimbriím enterotoxigenní Escherichia coli. 
Výsledky dokazují, že v případě totožného antigenu došlo u slepic k produkci IgY s 
významně vyšší aviditou k tomuto antigenu, než měl sérový imunoglobulin IgG 
produkovaný skotem. Silná avidita IgY k fimbriím E. coli může vysvětlovat jejich 
vysokou účinnost proti infekčním střevním chorobám u zvířat způsobených tímto 
patogenem. 
Při posuzování IgY jako možného terapeutického prostředku je také velmi 
důležitá farmakokinetika a biologický poločas protilátky v organismu, který je v případě 
protilátek ovlivněn i jejich glykosylací. IgY je ve srovnání s imunoglobulinem IgG savců 
více glykosylovaný a navíc obsahuje komplexní glykany, které jsou vysoce sialované. 
Vysoký obsah kyseliny sialové může významně prodloužit dobu působení v organismu 
pacienta jako se to děje v případě i jiných sialovaných terapeutik (Gilgunn a kol. 2015). 
Naopak vysoký obsah manosy v glykanech na Fc fragmentu imunoglobulinu může 
zvyšovat jeho „clearance“, jak bylo pozorováno v případě terapeutické protilátky IgG 
v lidském séru (Goetze a kol. 2011; Liu 2015). 
 
1.6. Experimentální modely pro studium cystické fibrosy 
Pro studium podstaty onemocnění CF a následně testování terapeutických 
možností je třeba mít k dispozici vhodné experimentální zvířecí modely. Největší skupinu 
experimentálních modelů představují myší modely, ale uplatňují se i potkani, fretky, 
ovce, sladkovodní ryba Danio rerio (Zebrafish), anebo prasata. Protože je cystická fibrosa 
multiorgánové postižení, navržené zvířecí modely dokáží manifestovat klinické aspekty 
tohoto onemocnění projevujícího se u lidí jen do omezené míry. Důvodem jsou 
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především anatomické a fyziologické rozdíly mezi modelovými organismy a člověkem. 
Také samotný CFTR protein jednotlivých živočišných druhů a člověka se ve své 
aminokyselinové sekvenční homologii v různé míře liší (viz tabulka 1) (Semaniakou a 
kol. 2019). 
 
Tabulka 1: Srovnání aminokyselinové homologie CFTR proteinu jednotlivých zvířecích 
druhů a člověka. Převzato a upraveno z: Semaniakou a kol. 2019 






Danio rerio (Zebrafish) 55 
 
V průběhu posledních 25 let bylo vytvořeno několik typů myších modelů CF. 
Z počátku se jednalo o tzv. „knock-out“ modely, které zcela vyřadí CFTR gen z funkce 
nebo tzv. „knock-down“ modely, které pouze utlumí expresi tohoto genu. Dále byly 
testovány myší modely se specifickými mutacemi genu CFTR, typickými pro cystickou 
fibrosu u člověka, jako jsou Phe580del, G480C anebo G551D. Genetická modifikace u 
většiny zmíněných modelových systémů způsobila snížený či nulový průtok 
chloridových iontů CFTR kanálem (Scholte a kol. 2004; Semaniakou a kol. 2019), avšak 
k narušení homeostáze iontů v buňce tak, jako se to děje u pacientů s CF, přesto nedošlo. 
Důvodem je přítomnost dalšího chloridového kanálu CACC, který například u myší 
majoritně zajišťuje transport chloridových iontů přes membránu buňky a zcela 
kompenzuje, vlivem modelové mutace, nefunkční CFTR kanál (Rock a kol. 2009). Tento 
Ca2+ ionty aktivovaný kanál je nezbytný pro udržení správné hladiny ASL v dýchacích 
cestách myší, čímž významně přispívá k obraně organismu proti patogenům. To může 
být jedna z příčin, proč u testovaných myších modelů nedochází spontánně ke vzniku a 
následně rozvoji bakteriální infekce (například Pseudomonas aeruginosa). Navození 
akutní pneumonie je možné provést intratracheální instilací bakteriální suspenze. Ani 
samotná aplikace patogenu přímo do dýchacích cest však nevede k nastolení chronické 
infekce, dochází buď k rychlému odstranění bakterií z dýchacích cest nebo naopak 
k sepsi následované smrtí experimentálního zvířete (Guilbault a kol. 2007). K rozvoji 
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chronické infekce PA trvající delší dobu (více než měsíc) je třeba upravit bakteriální 
suspenzi tak, aby bakteriální buňky byly chráněny před imunitní reakcí hostitele. To lze 
provést například uzavřením bakteriálních buněk do agarových, agarosových nebo 
alginátových kuliček, které mají napodobit podmínky výskytu mukoidní formy PA 
v biofilmu, jež se vyskytuje u nemocných CF s chronickou infekcí (Semaniakou a kol. 
2019). U některých myších modelů chronické plicní infekce tento postup vyvolal zhoršení 
mukociliární „clearance“, dlouhodobou infekci (dva až tři týdny) i zánět dýchacích cest 
s patologickými změnami plicní tkáně modelových myší (Bragonzi a kol. 2010; van 
Heeckeren a Schluchter 2002). Na druhou stranu, nevýhodou většiny myších CF modelů 
s geneticky modifikovaným CFTR kanálem jsou typické střevní obstrukce, které se 
spontánně vyvíjejí a významně zvyšují mortalitu experimentálních zvířat (Keiser a 
Engelhardt, 2011). Hledání nových alternativních přístupů k vytvoření vhodného 
modelového systému pro studium CF je velmi důležité a je součástí i této práce. Podstatou 
námi navrženého myšího modelu bez genetické modifikace je úprava pouze povrchu 
epitelu dýchacích cest tak, aby mimikoval situaci u nemocných CF (podrobněji viz 
kapitola 3.4).  
Mezi další experimentální zvířata využívaná ke studiu CF patří prasata, neboť 
mají podobnou anatomii a morfologii plic jako lidé (Welsh a kol. 2009). Z genetických 
modifikací se zkoušejí převážně Cftr-/- anebo CftrF508del/F508del modely, přičemž 
novorozená selata nevykazují (stejně jako lidé) známky zánětu plic ale na rozdíl od 
myších modelů u nich dochází během postnatálního vývoje ke vzniku spontánní 
bakteriální infekce, která následně vyvolává zánět plic (Wine 2010). U starších prasat 
s delecí fenylalaninu v pozici 508 CFTR proteinu byla pozorována pouze zbytková 
funkce CFTR kanálu (cca 6% ve srovnání s kontrolními jedinci) (Ostedgaard a kol. 2011). 
Přestože se u prasat dobře manifestují velmi podobné klinické příznaky CF v dýchacím 
traktu jako u lidí, je obtížné udržet novorozená selata dostatečně dlouhou dobu naživu. 
Geneticky modifikovaná selata, obdobně jako myši, trpí ve většině případů střevními 
komplikacemi, převážně mekoniovým ileem, který pokud není řešen chirurgicky, 
způsobuje 100% úmrtnost selat a znemožňuje tak dlouhodobé studium rozvoje CF (Welsh 
a kol. 2009).  
Modelovými zvířaty s patogenezí plic srovnatelnou s pacienty s CF jsou i 
geneticky modifikované fretky, anebo ovce. Fretky navíc společně se sladkovodní rybou 
Danio rerio sdílejí mnoho společných rysů onemocnění slinivky břišní s jedinci 
trpícími CF a jsou slibným modelem pro studium projevů pankreatické insuficience a 
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testování potenciálních terapeutických možností. U potkanů, obdobně jako v případě 
myších modelů, nedochází ke spontánnímu rozvoji bakteriální infekce plic ani 
onemocnění slinivky břišní, ale jeví se jako výhodný nástroj pro zkoumání růstu kostí 
v souvislosti s projevy CF. Závěrem lze shrnout, že většina zmiňovaných zvířecích 
modelů CF, připravených genetickou modifikací, trpí v různé míře obstrukcemi střev, což 
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Disertační práce se zaměřuje na studium možného využití slepičích protilátek IgY 
jako alternativního terapeutického prostředku k prevenci infekcí plic způsobených 
oportunním patogenem Pseudomonas aeruginosa u pacientů s cystickou fibrosou. Pro 
splnění tohoto cíle, bylo třeba řešit následující dílčí úkoly: 
 
 Studovat případné prozánětlivé vlastnosti slepičích žloutkových protilátek IgY na 
základě produkce cytokinů liniemi lidských plicních buněk. 
 
 Vyvinout experimentální testovací systém pro analýzu vlivu protilátek IgY na 
míru adherence patogenu Pseudomonas aeruginosa k plicním epiteliálním 
buňkám.  
 
 S využitím testovacího systému ověřit profylaktický potenciál slepičích protilátek 
IgY připravených proti bakteriálnímu virelenčnímu faktoru, lektinu PAIIL, který 
hraje rozhodující roli v patogenesi u pacientů s CF. 
 
 Vyvinout vhodný experimentální zvířecí model napodobující podmínky 
v respiračním traktu nemocných s CF pro studium prevence infekcí způsobených 





3. Výsledková část 
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Předkládaná disertační práce se věnuje přípravě myšího modelu pro studium 
cystické fibrosy a jeho využití pro testování slepičích protilátek IgY jako profylaktického 
prostředku proti infekcím podmíněným patogenem Pseudomonas aeruginosa, které jsou 
pro pacienty s CF typické a ve svých důsledcích život ohrožující. V první části práce 
(kapitola 3.1.) jsme se zaměřili na přípravu slepičích žloutkových protilátek a následné 
ověření bezpečnosti jejich aplikace na epitel plic. Zásadní podmínkou uvažovaného 
terapeutického využití IgY je to, že v plicích pacientů s CF nenavodí zánětlivé reakce. Na 
modelovém systému plicních buněčných linií bylo proto sledováno, zda IgY ovlivní 
produkci zánětlivých cytokinů. Další část práce (kapitola 3.2.) je věnována vývoji tzv. 
adhezního testu pro stanovení míry vazby bakterií PA na plicní epiteliální buňky. Tento 
test byl klíčový pro průkaz profylaktického účinku protilátek IgY na infekci 
Pseudomonas aeruginosa. Ve třetí části práce (kapitola 3.3.) byla detailně studována 
schopnost polyklonálních protilátek IgY cílených proti bakteriálnímu lektinu PAIIL 
zabránit vazbě patogenu PA na buněčné linie plicního epitelu zdravého a CF nemocného 
jedince (linie označené CuFi a NuLi). V závěrečné části práce (kapitola 3.4.) bylo naším 
cílem vyvinout in vivo model pro studium CF bez nutnosti genetické modifikace spojené 
s mnohými nevýhodami, který by dobře mimikoval podmínky v dýchacím traktu 
pacientů s CF. Jako experimentální model byl zvolen „outbrední“ kmen ICR CD1 myší, 
jimž byl pomocí enzymu neuraminidasy upraven povrch epitelu dýchacího traktu. Takto 
ošetřené myši byly následně exponovány bakteriím PA a byl sledován vliv působení 




3.1. Přiložená publikace č. 1 
 
 
Effect of chicken antibodies on inflammation in human lung epithelial cell 
lines 
 
Božena Kubíčková, Barbora Majerová, Jana Hadrabová, Libuše Nosková, Marie 
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Podíl disertantky na prezentované publikaci: Participace na plánování 
experimentů, účast na charakterizaci slepičích protilátek IgY, práce s buněčnými liniemi, 
vyhodnocení experimentálních dat a jejich statistické zpracování, sepisování publikace.  
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Slepičí protilátky IgY jsou zkoumány jako možný nástroj pro orální 
imunoprofylaxi i jako lék pro terapii infekčních onemocnění. Příkladem je využití IgY 
pro imunoprofylaxi či léčbu průjmových infekcí u hospodářských zvířat způsobených 
např. bovinním koronavirem nebo enterotoxigenní E. coli. (da Silva a kol. 2010). IgY 
proti Pseudomonas aeruginosa byly v rámci klinické studie testovány jako prostředek pro 
prevenci reinfekce PA také na lidech (pacientech s CF) ve formě roztoku ke kloktání 
(Schuster a kol. 2019).  
Cílem této práce bylo zjistit, jaký vliv mají slepičí protilátky IgY na plicní 
epiteliální buňky s ohledem na rozvoj zánětu. Pro studium vlivu slepičích imnoglobulinů 
na produkci zánětlivých cytokinů byly porovnávány kromě IgY, také Fab fragment IgY, 
savčí IgG a ovalbumin. Fab fragment byl do expozičních testů zahrnut z důvodu 
posouzení, zdali tato část IgY molekuly bez glykosylované části bude vhodnější (ve 
srovnání s celou molekulou IgY) z hlediska menšího rizika vyvolání nežádoucích 
zánětlivých reakcí a ovalbumin byl testován jako možná kontaminanta IgY frakcí. 
 Příprava IgY z komerčně dostupných vajec probíhala ve dvou krocích podle 
protokolu Hodek a kol. (2013) zahrnujících extrakci proteinů vaječných žloutků do vody 
(ředění, zmrazení a filtrace) a následnou specifickou precipitaci IgY chloridem sodným. 
Část získaného materiálu byla podrobena proteolytickému štěpení papainem podle Akita 
a kol. (1993) a Bereli a kol. (2005) pro přípravu Fab fragmentu vázajícího antigen. 
Produkty štěpení IgY, fragmenty Fab (o molekulové hmotnosti 44 kDa) a Fc (55 kDa), 
byly separovány pomocí ionexové chromatografie s využitím slabého anexu DEAE-
Sephacel. Pomocí SDS-PAGE byly preparáty identifikovány a ověřena jejich čistota (viz 
obr. 2 publikace č. 1, str. 58). Expoziční testy pro sledování vlivu slepičích IgY na 
produkci cytokinů byly prováděny na třech typech buněčných linií: 1) NuLi – 
imortalizované buňky izolované z plic zdravého 36letého muže, 2) CuFi – imortalizované 
buňky plic 36leté pacientky trpící cystickou fibrosou, a 3) A549 – buněčná linie odvozená 
z plicního adenokarcinomu 58letého pacienta. Buněčné linie byly vystaveny po dobu 24 
hodin slepičím IgY, Fab fragmentům IgY a pro srovnání savčím imunoglobulinům 
(lidský a kozí IgG) ve shodné koncentraci (1 mg/ml). Do expozičních experimentů byl 
zahrnut též ovalbumin (1 mg/ml) jako možná kontaminanta IgY frakce, bakteriální LPS 
(80 g/ml) jako pozitivní kontrola, neboť vyvolává produkci cytokinů (Hansen a kol. 
1999), a PBS jako negativní kontrola. Následně byly v buněčných médiích stanoveny 
koncentrace cytokinů TNF-, IL-1, IL-6 a GM-CSF pomocí metody BioPlex, která 
umožňuje určit typ i koncentraci více analytů v jednom vzorku. Kvantifikace cytokinů 
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byla provedena ve spolupráci s Dr. Vrzalovou v Laboratoři imunochemické diagnostiky 
ve Fakultní nemocnici v Plzni. 
Z výsledků expozičních testů je patrné, že všechny tři druhy buněčných linií 
pozitivně reagovaly na expozici bakteriálnímu lipopolysacharidu produkcí tří ze čtyř 
sledovaných cytokinů (TNF-, IL-6 a GM-CSF). V souladu s naším očekáváním se tento 
ex vivo systém ukázal jako vhodný pro hodnocení vlivu testovaných vzorků na iniciaci 
zánětlivé reakce. Ze studovaných imunoglobulinů pouze Fab fragment slepičích IgY 
výrazněji stimuloval produkci (sekreci) některého z cytokinů. V případě buněčných linií 
CuFi a NuLi se jednalo o cytokin IL-1který několikanásobně převyšoval hodnoty 
koncentrace vyvolané LPS (viz obr. 3 publikace č. 1, str. 58) a u nádorové linie A549 byl 
na úroveň LPS indukován cytokin IL-6. Jedná se o překvapivý výsledek, neboť Fab 
fragment IgY, stejně jako Fab fragment IgG, by neměl mít zánětlivý vliv na rozdíl od celé 
molekuly imunoglobulinu, obsahující Fc fragment, který např. u IgG zprostředkovává 
interakce se složkami imunitního systému (Sarnesto a kol. 1983; Merakou a kol. 2018). 
Tento neobvyklý výsledek pro Fab fragment IgY koreluje se závěry naší předchozí studie 
provedené na potkanech. U experimentálních zvířat, která inhalovala Fab fragment IgY, 
došlo k významnému zvýšení koncentrace cytokinu IL-1 a v menší míře i cytokinů      
IL-18 a GM-CSF v séru (Hadrabová a kol. 2014). Důvod proč Fab fragment IgY vyvolal 
produkci zmíněných cytokinů jak v buněčných liniích, tak i u modelových zvířat není 
dosud znám.  
Při porovnání indukčního efektu slepičích a savčích imunoglobulinů, v buněčných 
liniích zdravého jedince (NuLi), vzorek slepičí IgY zvýšil hladinu pouze IL-6 a kozí IgG 
indukoval cytokin TNF- na úroveň hodnot po expozici LPS. Lidský imunoglobulin IgG 
nevyvolal navýšení koncentrace žádného ze sledovaných analytů ani u jedné z buněčných 
linií. Ani v případě ovalbuminu získaná data neprokázala, že by při použité koncentraci 
vyvolával zánětlivou odpověď a případná kontaminace IgY frakce tímto proteinem by 
neměla komplikovat využití slepičích protilátek pro terapeutické účely.  
Vedle vzájemného porovnání jednotlivých testovaných vzorků je též důležité znát 
vztah koncentrací cytokinů v buněčném médiu vzhledem k fyziologickým hodnotám 
v lidském séru.  Sérové koncentrace TNF- 3,21 ± 4,04 pg/ml, IL-1 2,04 ± 4,93 pg/ml 
a GM-CSF 40,9 ± 108,6 pg/ml (Kim a kol. 2011) poskytly základ pro hodnocení a 
interpretaci našich výsledků z hlediska imunogenicity testovaných imunoglobulinů, i 
přesto, že přímé srovnání koncentrací cytokinů v séru a buněčných médiích nemusí být 
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zcela relevantní. V tomto kontextu můžeme konstatovat, že fyziologická hladina cytokinů 
v séru byla překročena pouze ve dvou případech, kdy byly buněčné linie CuFi a NuLi 
vystaveny působení Fab fragmentu. Koncentrace cytokinu IL-1 vylučovaného do média 
NuLi buňkami byla cca 5krát vyšší než fyziologická hladina v séru a v případě CuFi 
buněk se jednalo pouze o mírné zvýšení hladiny tohoto cytokinu.  
Závěrem je tedy možno shrnout, že IgY nepůsobí zánětlivě na úrovni testovaných 
buněčných linií a s vyjímkou určitého navýšení hladiny cytokinu IL-6 ani na úrovni 
modelových zvířat. Dle našich výsledků by tedy tento imunoglobulin mohl být použit 
jako nástroj pasivní imunizace. Zároveň bylo potvrzeno, že ovalbumin (možná 
kontaminanta IgY frakce) v množství menším než 1 mg/ml by neměl komplikovat využití 


















3.2. Přiložená publikace č. 2 
 
 
Fluorescent Cellular Assay for Screening Agents Inhibiting Pseudomonas 
aeruginosa Adherence 
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Podíl disertantky na prezentované publikaci: Participace na plánování 
experimentů, práce s buněčnými liniemi a bakteriálními kulturami (fluorescenční 
značení), stanovení bakteriální adheze pomocí adhezního testu, vyhodnocení 
experimentálních dat a jejich statistické zpracování.  
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Počátečním krokem vzniku mikrobiální infekce je adheze bakterií na buňky 
hostitele. Jedním z virulenčních faktorů Pseudomonas aeruginosa, který se účastní vazby 
na epiteliální buňky, je lektin PAIIL. Inhibiční protilátky cílené na tento protein mohou 
efektivně zabránit vzniku infekce. Abychom mohli studovat profylaktický vliv nejen 
těchto protilátek, ale i různých dalších sloučenin, bylo třeba vyvinout účinnou metodu, 
která by umožnila kvantifikovat míru bakteriální adherence na epiteliální buňky. 
Pro získání IgY proti lektinu PAIIL byla nejprve provedena imunizace slepic 
rekombinantním lektinem PAIIL získaným od prof. Wimmerové (Centrální laboratoř 
interakce a krystalizace biomolekul, Masarykova univerzita v Brně). Polyklonální 
žloutkové protilátky, anti-PAIIL IgY, byly připraveny z vajec imunizovaných slepic 
podle protokolu Hodek a kol. (2013). Produkce anti-PAIIL IgY v průběhu imunizace 
slepic byla potvrzena pomocí metod ELISA a Western blot. Protilátky rozpoznávaly 
lektin PAIIL jak v rekombinantním vzorku, tak i v bakteriálním lyzátu PA. Naopak 
preimunní IgY, získané z vajec odebraných týden před imunizací slepic, vazebnou 
aktivitu k lektinu PAIIL nevykazovaly a v následných experimentech proto sloužily jako 
kontrolní vzorky.  
K hodnocení vlivu anti-PAIIL IgY na adhezi Pseudomonas aeruginosa na 
epiteliální buňky byl vyvinut adhezní ex vivo test. Experimentální systém je založen na 
využití adherentních plicních epiteliálních buněk, které byly v podobě konfluentní vrstvy 
vystaveny působení PA v přítomnosti (či nepřítomnosti) anti-PAIIL IgY a dalších 
testovaných sloučenin. Pro napodobení podmínek v dýchacím traktu pacientů s CF byly 
zvoleny opět lidské plicní imortalizované buněčné linie CuFi a pro srovnání se zdravými 
jedinci buněčná linie NuLi. Z bakteriálních kmenů PA byl vybrán kmen ST1763 
izolovaný z pacienta s CF. Pro přesnou kvantifikaci bakteriálních a epiteliálních buněk 
byly oba typy buněk značeny fluorescenčními barvivy PKH (dle protokolu výrobce 
Sigma, St. Louis, Missouri, USA). Výhodou těchto lipofilních buněčných barviv je 
především to, že neovlivňují povrchové struktury buněk, které jsou důležité pro adhezi 
PA, mají minimální vliv na viabilitu buněk a v neposlední řadě umožňují dlouhodobé 
monitorování buněk in vivo. 
Vhodná volba jednotlivých barviv s odlišnými maximy excitační a emisní vlnové 
délky (excitační a emisní vlnová délka 522 nm a 569 nm pro PKH26 - pro kvantifikaci 
bakterií, respektive 470 nm a 505 nm pro PKH67 - pro kvantifikaci epiteliálních buněk) 
umožňuje měření fluorescence obou typů buněk současně přítomných v jamce testovací 
destičky bez vzájemné interference barviv. Epiteliální buňky obarvené fluorescenčním 
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barvivem PKH67 s emisí v zelené oblasti a bakteriální buňky obarvené PKH26 s emisí 
v červené oblasti jsou znázorněny na obrázku 2 (publikace č. 2, str. 70). 
Během pilotních experimentů byla testována také doba inkubace epiteliálních 
buněk s PA. Neadherované bakterie byly v jednotlivých časových intervalech 
intenzivním promytím jamek odstraněny a počet asociovaných buněk Pseudomonas 
aeruginosa s epiteliálními buňkami byl kvantifikován měřením fluorescence. V případě 
počátečního poměru cca 30 bakteriálních buněk aplikovaných na jednu epiteliální buňku 
se počet vázaných PA v čase zvyšoval lineárně. Z výsledků lze usoudit, že k adhezi 
dochází velmi rychle, neboť i v počátečním čase, kdy byly bakterie odstraněny okamžitě 
po jejich aplikaci k buněčným liniím, bylo zaznamenáno detekovatelné množství 
adherovaných PA. Pro další adhezní experimenty byla zvolena dvouhodinová doba 
inkubace, aby byla umožněna přesná kvantifikace adherovaných PA díky dostatečně 
vysoké hodnotě relativní fluorescence.  
Do testování inhibičního vlivu na adhezi PA byly kromě anti-PAIIL IgY a 
preimunních IgY zahrnuty také dva sacharidy L-fukosa, rozpoznávaná lektinem PAIIL, 
a D-galaktosa specifická pro druhý bakteriální lektin PAIL. Kompletní experimentální 
uspořádání adhezního testu bylo následující: uvedené sloučeniny byly po dobu 10 minut 
preinkubovány s bakteriální suspenzí PA, fluorescenčně značenou PKH26 a poté 
aplikovány na konfluentní vrstvu buněk CuFi nebo NuLi, značených pomocí PKH67; po 
dvouhodinové inkubaci buněk s bakteriemi byly nepřichycené bakteriální buňky 
odstraněny a množství adherovaných bakterií a epiteliálních buněk bylo stanoveno 
fluorimetricky. Výsledky byly vyjádřeny jako poměr relativní fluorescence PA buněk / 
epiteliálních buněk (PA/CuFi nebo PA/NuLi). 
Z výsledného grafu na obrázku 5 (publikace č. 2, str. 72) je patrné, že protilátky 
cílené na lektin, anti-PAIIL IgY, dle očekávání významně snížily množství adherovaných 
bakterií jak na CuFi, tak i NuLi buněčné linie ve srovnání s přídavkem jen PBS, přičemž 
větší protektivní vliv anti-PAIIL IgY byl pozorován u CuFi buněk (více než 50% pokles 
oproti PBS) než u NuLi buněk (cca 37% pokles oproti PBS). Překvapivý výsledek 
poskytly preimunní IgY, které naopak stimulovaly asociaci PA s oběma buněčnými 
liniemi. Tento neočekávaný účinek kontrolních IgY na adhezi PA může být způsoben 
aglutinací bakteriálních buněk. Jednotlivé buňky PA jsou propojovány přes dimerní 
sacharidové části Fc fragmentu IgY, na které se PA váží svými lektiny PAIIL. Vzniklé 
agregáty, které byly pozorovány i pod fluorescenčním mikroskopem, obsahují shluky 
bakteriálních buněk, jejichž odmytí z jamky destičky je pak méně účinné. Důvod, proč 
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ke stejnému jevu nedochází i u protilátek cílených proti lektinu, spočívá pravděpodobně 
v tom, že vazebné místo pro sacharid na lektinu PAIIL je přednostně blokováno 
navázáním specifické anti-PAIIL IgY. Tak je znemožněna intreakce lektinu se sacharidy 
na Fc fragmentu protilátky. Uvedené výsledky dokumentují nejen schopnost 
připravených protilátek anti-PAIIL IgY inhibovat povrchový lektin PAIIL Pseudomonas 
aeruginosa při vazbě na plicní epitel, ale také zabránit vazbě lektinu na sacharidovou část 
Fc fragmentu protilátek.  
Z porovnání míry adheze PA v experimentálním uspořádání bez přítomnosti 
testovaných protilátek či sacharidů (pouze s PBS) je patrné, že buněčné linie pacienta 
s CF (CuFi) jsou náchylnější k adhezi tohoto patogenu než linie zdravého jedince (NuLi) 
a to zhruba o 30 %. Tento výsledek dokazuje, že nově vyvinutý ex vivo adhezní test 
relativně dobře odpovídá podmínkám v respiračním traktu pacientů s CF.  
Mezi lektiny, které se účastní adheze PA k sacharidovým strukturám na povrchu 
epiteliálních buněk, patří kromě PAIIL také lektin PAIL (viz kap. 1.2.1). Asociace 
patogenu s epiteliálními buňkami a následný rozvoj infekce by tedy mohl být inhibován 
i prostřednictvím sacharidů D-galaktosy a L-fukosy, které soutěží o vazebná místa lektinů 
PAIL a PAIIL. Jako alternativní profylaxe infekcí PA u pacientů s CF byla testována 
inhalace těchto dvou sacharidů v rámci studie provedené Hauber a kol. (2008), kdy bylo 
pozorováno významné snížení množství PA ve sputu nemocných CF (ve srovnání 
s množstvím před terapií sacharidy). Oproti tomu z našich výsledků vyplývá, že                
D-galaktosa ani L-fukosa nepůsobily na testované buněčné linie protektivně vzhledem 
k adhezi PA. V případě CuFi buněčné linie došlo ve srovnání s experimentálním 
uspořádáním s PBS pouze k zanedbatelnému snížení asociace PA, u buněčné linie NuLi 
dokonce přítomnost obou sacharidů významně zvýšila adhezi PA. Problém zřejmě 
spočívá v tom, že nemodifikované sacharidy mohou být PA využity jako nutriční zdroj 
vedoucí k jejich pomnožení. Podle Chemani a kol. (2009), kteří pro in vivo experimenty 
využili myši, jimž byla aplikována bakteriální suspenze PA s methylovanými sacharidy, 
-methyl-D-galaktosidem nebo -methyl-L-fukosidem jako inhibitory lektinů, došlo ke 
snížení rozvoje infekce i mortality pokusných zvířat. Stejný výsledek byl pozorován i na 
buněčných liniích A549, kdy modifikované sacharidy snížily cytotoxicitu PA.  
Z uvedených výsledků vyplývá, že se podařilo vyvinout test adheze PA na 
buněčné linie založený na stanovení duální fluorescence, který byl využit pro studium 
inhibice adheze PA. Díky tomu bylo možno ověřit profylaktický vliv připravených 
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protilátek proti bakteriálnímu lektinu PAIIL, které účinně inhibovaly adhezi patogenu na 
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V této studii jsme se s využitím adhezního testu zaměřili na dvě základní otázky: 
1) zdali je produkce anti-PAIIL IgY u různých slepic srovnatelná co do schopnosti 
protilátek neutralizovat vazbu PAIIL na sacharidové struktury povrchu epiteliálních 
buněk dýchacích cest a 2) zda jsou různé kmeny Pseudomonas aeruginosa stejně citlivé 
na anti-PAIIL IgY ve vztahu k prevenci jejich adheze. Navíc byl jako možné 
zjednodušení uspořádání adhezního testu zkoušen i luminiscenční kmen PA-Lux, u 
kterého není třeba barvení fluorescenčním barvivem PKH26.  
Pro produkci anti-PAIIL IgY byly imunizovány dvě slepice Leghorn 
rekombinantním lektinem PAIIL. Připravené frakce protilátek, jak preimunních, tak 
cílených na lektin PAIIL, byly analyzovány pomocí tří metod, ELISA, Western blot a 
adhezního testu. Získané výsledky ELISA testu jasně ukazují, že obě slepice produkovaly 
poměrně vysoké množství specifických anti-PAIIL protilátek s téměř stejnou 
imunoreaktivitou. Obdobně i z adhezního testu (obr. 3 v publikaci č. 3, str. 82) je patrná 
srovnatelná inhibice adheze PA (kmene ST1763) na epiteliální buněčné linie CuFi a NuLi 
protilátkami anti-PAIIL získaných z vajec obou slepic. V souladu s předchozími 
výsledky byly buněčné linie CuFi (od pacienta s CF) náchylnější k adhezi PA ve srovnání 
s NuLi buňkami. Zajímavé výsledky poskytly preimunní IgY (kontrolní) z obou slepic. 
Preimunní IgY od slepice číslo 2 na rozdíl od slepice číslo 1 byly schopné do určité míry 
snížit asociaci PA s oběma buněčnými liniemi. Obdobně i výsledky Western blotu a 
ELISA testu naznačují reaktivitu těchto IgY s PAIIL. Je tedy pravděpodobné, že slepice 
číslo 2 byla přirozeně vystavena patogenu Pseudomonas aeruginosa ještě před imunizací 
lektinem. Naopak, kontrolní IgY slepice číslo 1 v souladu s výsledky předchozích 
experimentů (viz obr. 5 v publikaci č. 2, str. 72) zvýšily adhezi PA k buněčné linii NuLi. 
Lze shrnout, že u kontrolních IgY je pozorována velká variabilita v ovlivnění adheze PA 
na epiteliální buňky v závislosti na jednotlivých slepicích a jejich přirozeném kontaktu 
s okolními patogeny. V případě produkce specifických protilátek, anti-PAIIL IgY, je však 
slepice vhodným a spolehlivým organismem. 
Abychom získali více informací o profylaktickém potenciálu anti-PAIIL IgY proti 
infekcím vyvolaných různými kmeny PA, zařadili jsme do testování adheze další čtyři 
kmeny izolované z pacientů s CF (ST996, 1003, 1022 a PA-CF) a sbírkový kmen PA01. 
Pro možné využití kmene PA-Lux, který by v adhezním testu nahradil dosud využívaný 
kmen ST1763 byl do screeningu kmenů zahrnut i tento luminiscenční kmen. 
Z protilátkových frakcí, které jsme měli k dispozici, byla zvolena anti-PAIIL IgY 
produkovaná slepicí č. 1. Ze získaných dat na obrázku 6 (publikace č. 3, str. 84) je patrné, 
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že adheze všech testovaných kmenů PA byla výrazně snížena protilátkami anti-PAIIL 
IgY ve srovnání s kontrolou, kdy byl použit jen PBS. Rozdíly v hodnotách těchto dvou 
sad výsledků (anti-PAIIL IgY vs. PBS) byly ve většině případů statisticky významné (na 
hladině významnosti P<0,001). V souladu s našimi předchozími výsledky se některé 
testované kmeny PA přednostně vázaly na plicní buněčné linie CuFi, zatímco u jiných 
kmenů nebyly patrné rozdíly mezi oběma buněčnými liniemi. 
Zajímavé výsledky s odlišnými trendy od ostatních testovaných kmenů poskytl 
bakteriální izolát pacienta s CF, kmen ST966. Bakterie zmíněného kmene, které nebyly 
ovlivněné protilátkami, se na CuFi buněčné linie vázaly nejvíce ze všech analyzovaných 
kmenů, zároveň specifické protilátky anti-PAIIL IgY měly v tomto jediném případě 
menší protektivní vliv na adhezi než preimunní IgY, které významně redukovaly asociaci 
ST966 s epiteliálními buňkami. Je pravděpodobné, že směs preimunních polyklonálních 
protilátek (od slepice 1) obsahovala i další IgY proti ostatním adhesinům PA zabraňující 
vazbě kmene ST966. Zdá se, že tento kmen PA využívá k vazbě na epiteliální buňky 
kromě lektinu PAIIL některé z dalších virulenčních faktorů, jako jsou bičíky, pili, anebo 
lektin PAIL, který je dalším kandidátem na přípravu profylaktických protilátek IgY.  
Experimentální uspořádání adhezního testu bylo dosud založeno na měření duální 
fluorescence epiteliálních a bakteriálních buněk, značených fluorescenčními barvivy 
PKH. Za těchto podmínek je možno z poměru fluorescence bakterií a epiteliálních buněk 
získat normalizovaná data odrážející počet adherovaných bakterií PA na epiteliální 
buňky. Jednou z možností, jak test zjednodušit, je místo PA kmene, který je třeba značit 
fluorescenčním barvivem, využít luminiscenční kmen PA-Lux, jež umožňuje tento krok 
vynechat. Získaná data budou pak vyjádřena poměrem luminiscence bakteriálních buněk 
na fluorescenci epiteliálních buněk. Bakteriální luminiscenční kmen PA-Lux obsahuje 
gen luxCDABE pro expresi enzymu luciferasy, který v přítomnosti ATP přeměňuje 
luciferin na oxyluciferin za současného uvolnění světelného kvanta. Kmen PA-Lux byl 
již využit např. při screeningu antimikrobiální aktivity peptidů ve studii Hilpert a 
Hancock (2007). Abychom porovnali tato dvě experimentální uspořádání adhezního 
testu, analyzovali jsme následující varianty: kmen PA-Lux byl značen flourescenčním 
barvivem PKH26, následně byla stanovena buď fluorescence nebo luminiscence, anebo 
nebyl ošetřen barvivem a byla měřena pouze luminiscence adherovaných bakterií. 
Výsledky shrnuté na obrázku 5 (publikace č. 3, str. 83) jasně ukazují, že vynesená data 
ze všech tří variant jsou srovnatelná a udržují stejný trend ve sledovaných parametrech. 
Především specifické protilátky anti-PAIIL IgY vykazovaly (stejně jako u původně 
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užívaného kmene ST1763) profylaktický účinek vůči adhezi i v případě luminiscenčních 
PA-Lux. Preimunní IgY shodně u obou bakteriálních kmenů způsobily zvýšení retence 
bakteriálních buněk, díky již zmíněné agregaci prostřednictvím Fc fragmentů IgY. A 
v neposlední řadě, v souladu s předchozími experimenty s kmenem ST1763, i v případě 
PA-Lux, byly CuFi buněčné linie citlivější k bakteriální adhezi ve srovnání s NuLi 
buňkami. Srovnáním hodnot luminiscence značeného a neznačeného kmene PA-Lux bylo 
tak potvrzeno, že samotné barvivo neovlivnilo životaschopnost PA a ani manipulace 
s bakteriálními buňkami při procesu barvení (opakovaná centrifugace a resuspendace) 
neměla vliv na jejich adhezi na epiteliální buňky. Lze tedy předpokládat, že virulenční 
faktory jako bičík nebo pili (Hawdon a kol. 2010), které by mohly být během procesu 
značení PA poškozeny či částečně odděleny, nejsou v našem adhezním testu rozhodující 
pro vazbu PA, naopak k adhezi významně přispívají pevněji vázané struktury, námi 
studovaný lektin.  
Závěrem je možno shrnout odpovědi na v úvodu položené otázky následovně: 1) 
specifické protilátky proti lektinu PAIIL získané od dvou různých slepic byly při inhibici 
adheze PA na epiteliální buňky srovnatelně účinné a 2) většina testovaných kmenů PA 
vykazovala v přítomnosti anti-PAIIL IgY sníženou schopnost adheze na plicní buněčné 
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K rozšíření znalostí o profylaktickém vlivu protilátek proti PA na úrovni in vivo 
(experimentálních zvířat) bylo nezbytné vyvinout zvířecí model, který by napodoboval 
podmínky lidské plicní tkáně u nemocných s CF. Přestože bylo popsáno několik myších 
modelů připravených genetickou manipulací, jejich nevýhodou je především velmi mírný 
projev onemocnění CF v plicích ve srovnání s klinickými příznaky u lidí. Spontánní či 
chronické infekce PA a zánět plic, běžné u lidských pacientů s CF, se u myších modelů 
dosud nedaří úspěšně vyvolat, výjimkou je pouze případ, kdy byly myši vystavené 
bakteriím asociovaným s agarovými kuličkami (Kukavica-Ibrulj a Levesque 2008). Proto 
jsme se pokusili vyjít z jiné koncepce a vyvinout nový model in vivo, který by věrně 
napodoboval podmínky dýchacích cest u nemocných CF. Náš model je založen na 
experimentálních důkazech, že lidský plicní epitel pacientů s CF, na rozdíl od zdravých 
jedinců, obsahuje méně sialylované glykokonjugáty, zejména asialogangliosid 
(asialoGM1 a GM2), s terminálními sacharidy D-galaktosou a L-fukosou (Imundo a kol. 
1995; Dosanjh a Muchmore 2009). Tyto sacharidové struktury jsou prostřednictvím 
lektinů PAIL a PAIIL rozpoznávány bakteriemi Pseudomonas aeruginosa a mohou být 
příčinou vyšší náchylnosti pacientů s CF k infekcím vyvolaným právě tímto patogenem. 
Experimentálně lze desialylaci epitelu vyvolat ošetřením buněčného povrchu specifickou 
glykosidasou, neuraminidasou, která odštěpuje kyselinu sialovou z glykanových struktur, 
a tak odhalí sacharidové zbytky pro vazbu PA. Ve studii Wolska a kol. (2006) bylo 
prokázáno, že expozice lidských bukálních epiteliálních buněk neuraminidase (C. 
perfringens) vedla ke zvýšení adheze PA. Neuraminidasa byla také úspěšně využita pro 
desialylaci bronchů, bronchiolů a plicního parenchymu myší. Naše studie nejprve 
vycházela z experimentů in vitro prováděné na plicních buněčných liniích CuFi a NuLi a 
následně po ověření předpokladů byly provedeny pokusy in vivo zaměřené na desialylaci 
epitelu dýchacího traktu myší.  
Pro sledování účinku neuraminidasy na adhezi luminiscenčního kmene PA na 
lidské plicní buněčné linie CuFi (pacient s CF) a NuLi (zdravý jedinec) byly tyto buňky 
vystaveny zvyšující se dávce neuraminidasy a následně inkubovány s bakteriální suspenzí 
PA-Lux. S využitím adhezního testu byla kvantifikována asociace bakterií s epiteliálními 
buňkami jako poměr luminiscence PA-Lux ku relativní fluorescenci epiteliálních buněk. 
Získané výsledky ukazují, že expozice buněčných linií vyšší koncentraci enzymu (5 U na 
jamku testovací destičky) vedla k významnému zvýšení adheze PA-Lux k oběma 
testovaným buněčným liniím. Při porovnání CuFi a NuLi buněk byly buněčné linie od 
pacienta s CF mnohem citlivější na expozici neuraminidase než NuLi buňky, přičemž 
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tento rozdíl mezi oběma liniemi byl ještě výraznější při vyšší koncentraci enzymu. 
Příčinou tohoto výsledku mohou být rozdíly v původní sialylaci obou buněčných linií. 
Zatímco NuLi buňky jsou hojně sialylovány, k dosažení rozsáhlé desialylace je 
pravděpodobně třeba větší množství enzymu než v případě CuFi buněk, u nichž je 
terminální kyselina sialová vázána v menší míře a použité množství neuraminidasy 
postačovalo k desialylaci zbytkových glykokonjugátů (Dosanjh a Muchmore 2009; de 
Bentzmann a kol. 1996). Jak již bylo zmíněno, desialylací buněčného povrchu vznikají 
asialované glykokonjugáty, které působí jako receptory pro virulenční faktory PA, což 
vede ke zvýšení adheze patogenu. Navíc, na desialylaci se může podílet také bakteriální 
neuraminidasa, kterou některé mikroorganismy, včetně PA, vylučují do svého okolí a 
využívají jako virulenční faktor zvyšující jejich patogenitu (Soong a kol. 2006). Ze 
získaných dat z pokusů s buněčnými liniemi lze vyvodit, že neuraminidasa zvyšuje 
citlivost obou buněčných linií k adhezi PA, avšak u NuLi buněk je třeba pro rozsáhlou 
desialylaci povrchu aplikovat dostatečné množství tohoto enzymu.  
V dalším kroku jsme se zaměřili na experimenty in vivo, sledování vlivu 
neuraminidasy na plicní tkáň myší a s tím spojenou náchylnost k infekcím PA. Nejprve 
jsme ověřili, že neuraminidasa sama o sobě nezpůsobuje zánětlivé změny či poškození 
plicního parenchymu.  Ani po 36hodinovém působení maximální dávky enzymu (100 U) 
aplikované intratracheální instilací do plic myší, nebyly při mikroskopickém hodnocení 
řezů tkáně patrné histopatologické změny. Zároveň imunohistologická analýza plicní 
tkáně pomocí protilátky proti kyselině sialové odhalila výrazný pokles sialylace 
alveolárního povrchu plic vystaveného 100 U neuraminidasy ve srovnání s kontrolní 
tkání (aplikace PBS) a potvrdila tak schopnost enzymu desilalyzovat povrch plicního 
parenchymu in vivo.  
V rámci dalšího experimentu byla modelovým zvířatům nejprve intratracheální 
instilací aplikována neuraminidasa (dávka 10 a 100 U) a o 14 hodin později 
optimalizovaná dávka bakteriální suspenze PA-Lux (5 x 105 CFU). Zdravotní stav myší 
byl sledován následující dva dny. Po ukončení experimentu byl každému zvířeti odebrán 
ze čtyř segmentů plicní tkáně vzorek, který byl podroben histologické analýze provedené 
patologem. Abychom mohli kvantifikovat míru poškození plicního parenchymu byly 
zánětlivé změny klasifikovány do čtyř diagnostických kategorií: N (normální) a tři stupně 
závažnosti katarální bronchopneumonie A, B a C. Kategorie N odpovídá fyziologickému 
stavu plicní tkáně bez zánětlivých změn, s normální strukturou průdušek a alveol. 
Kategorie A popisuje disperzní bronchopneumonii s jednotlivými menšími zánětlivými 
Přiložené publikace 
90 
ložisky a hnisavým exsudátem s vysokým obsahem neutrofilů v brochiolech a alveolech. 
Kategorie B je charakterizována splývající bronchopneumonií s plošně rozsáhlými a silně 
hnisavými zánětlivými ložisky a kategorie C představuje nekrotizující bronchopneumonii 
s většími oblastmi rozpadající se plicní tkáně. Četnost těchto diagnostických kategorií 
nalezená v každé skupině zvířat exponované rozdílné dávce neuraminidasy a následně 
infikované PA-Lux je vynesena do grafu na obr. 8 (viz publikace č. 4, str. 98). Z tohoto 
grafu je zřejmé, že aplikace neuraminidasy před expozicí experimentálních zvířat PA-
Lux významně zvyšuje zánětlivou odpověď a poškození plicní tkáně způsobené 
bakteriální infekcí. Navíc je zde dobře patrný trend, kdy s rostoucí dávkou enzymu se 
zvyšuje i míra poškození plicního parenchymu. Nejtěžší poškození (kategorie C), 
nekrotizující pneumonie, byla nejčastěji pozorována ve skupině myší ošetřených nejvyšší 
dávkou neuraminidasy (100 U). Jelikož v předchozím experimentu bylo potvrzeno, že 
podání neuraminidasy samo o sobě nezpůsobuje žádné patologické změny ani známky 
zánětu plicního parenchymu, je zvýšená citlivost respiračního traktu myší k infekci PA 
dána desialylací glykokonjugátů na povrchu epiteliálních buněk působením 
neuraminidasy.  
V rámci provedených experimentů se podařilo vyvinout myší model, který 
napodobuje podmínky v dýchacím traktu nemocných CF s ohledem na zvýšenou citlivost 
k infekci Pseudomonas aeruginosa v důsledku snížené míry sialylace epitelu. Tento 
model bude využit v dalších experimentech pro testování ochranného vlivu anti-PAIIL 







































Disertační práce shrnuje výsledky našeho výzkumu zaměřeného na využití 
slepičích protilátek IgY jako alternativního terapeutického přístupu k prevenci infekcí 
způsobených oportunním patogenem Pseudomonas aeruginosa u pacientů s cystickou 
fibrosou. Výhody slepičích žloutkových imunoglobulinů spočívají především v jejich 
ekonomické produkci a snadné přípravě, což je činí vynikajícím nástrojem pro pasivní 
imunizaci nemocných s CF. 
Prvním úkolem bylo prozkoumat potenciální prozánětlivé vlastnosti protilátek 
IgY na základě (jimi indukované) produkce cytokinů. Důležitým výsledkem, který 
koreluje s daty získanými z literatury, je potvrzení, že IgY nevyvolávají významnou 
produkci prozánětlivých cytokinů u plicních buněčných linií pacienta s CF (CuFi) ani 
zdravého jedince (NuLi). Koncentrace všech testovaných cytokinů jsou srovnatelné 
s fyziologickými hodnotami v lidském séru. Imunoglobuliny IgY tedy nejsou pro plicní 
buňky zánětlivé a mohou být postoupeny dalšímu studiu jejich potenciálního využití pro 
antibakteriální profylaxi infekcí dýchacích cest. 
Pro další výzkum zaměřený na IgY připravené proti virulenčním faktorům PA 
bylo zásadní vyvinout testovací systém, kterým by bylo možné analyzovat vliv protilátek 
IgY a případně dalších sloučenin na adhezi PA k plicním epiteliálním buňkám. Úspěšně 
jsme navrhli a zavedli nový test adherence bakterií PA na plicní epiteliální buňky. Test 
prováděný ex vivo je založen na stanovení duální fluorescence PKH barviv, kterými byly 
značeny jednak bakteriální buňky PA a plicní epiteliální buněčné linie (CuFi a NuLi). 
Značení fluorescenčními barvivy s odlišnými excitačními a emisními vlnovými délkami 
umožňuje přesnou kvantifikaci adherovaných PA na konfluentní vrstvu epiteliálních 
buněk společně přítomných v jamce testovací destičky. Tímto testem se podařilo 
prokázat, že připravené protilátky IgY cílené proti bakteriálnímu lektinu PAIIL 
významně inhibují adhezi bakterií (až na 50 %) u obou plicních buněčných linií a jsou 
tedy účinné při redukci míry rozvoje infekce PA. V souladu s údaji o podmínkách 
v dýchacím traktu pacientů s CF byla též potvrzena vyšší citlivost na adhezi PA u CF 
buněčných linií (CuFi) ve srovnání s NuLi buňkami zdravého jedince. Toto zjištění 
potvrzuje spolehlivost vyvinutého adhezního testu i ve smyslu dobrého napodobení stavu 
respiračního traktu pacientů s CF.  
Dále jsme s využitím adhezního testu prokázali, že specifické protilátky             
anti-PAIIL IgY od dvou různých slepic jsou srovnatelně účinné z hlediska jejich 
schopnosti neutralizovat vazbu PA na plicní epiteliální buňky. Slepici tedy lze považovat 
za vhodný a spolehlivý organismus pro jejich produkci. Důležitým zjištěním bylo, že 
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protilátky anti-PAIIL IgY chrání plicní buněčné linie proti adhezi různých kmenů 
Pseudomonas aeruginosa. Díky využití bioluminiscenčního kmene PA-Lux bylo možno 
zjednodušit experimentální uspořádání našeho adhezního testu, protože odpadá nutnost 
barvení buněk PA. 
Po průkazu účinnosti anti-PAIIL IgY na buněčných liniích směřoval náš další 
výzkum k vývoji vhodného experimentálního in vivo modelu, který by napodoboval 
podmínky v plicích pacientů s CF a posloužil pro další studium CF. Podařilo se vyvinout 
myší model, založený na působení enzymu neuraminidasy na plicní epitel. Tento enzym 
odštěpuje terminální kyselinu sialovou z glykokonjugátů epiteliálních buněk, čímž 
vznikají asialogangliosidy působící jako receptory pro patogeny včetně PA. Vliv 
neuraminidasy byl nejprve studován na experimentálním systému plicních buněčných 
linií, kdy se podařilo ověřit náš předpoklad, že zvyšující se dávka enzymu vedla ke 
zvýšení bakteriální adheze PA k epiteliálním buňkám. Na základě zjištění, že působení 
enzymu zvyšuje citlivost buněk k infekci PA, byly provedeny experimenty in vivo. Naše 
výsledky naznačují, že dávka 100 U neuraminidasy, intratracheálně aplikované do 
respiračního traktu myší, významně zvyšuje jejich náchylnost k rozvoji zánětu 
vyvolaného infekcí PA-Lux (dávkou 5 x 105 CFU). Jelikož aplikace samotného enzymu 
do trachey myší nevyvolala žádné známky zánětu, které by byly pozorovatelné na řezech 
plic experimentálních zvířat, lze dedukovat, že zvýšená náchylnost myší na infekci PA je 
způsobena desialilací glykokonjugátů na povrchu epiteliálních buněk dýchacích cest.  
Námi vyvinutý zvířecí model pro studium CF má na rozdíl od geneticky 
nemodifikovaných myší řadu výhod, např. myši netrpí střevními potížemi, tak jako je 
tomu u myších modelů CF, či navození infekce PA lze provést přirozeně bez podpůrných 
agarosových kuliček, které mohou ovlivnit a zkreslit reakci experimentálních zvířat. Náš 
model lze využít pro hledání dalších alternativních způsobů léčby cystické fibrosy, včetně 
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